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Prefacio 



Esta quinta edición de La Célula , mantiene el enfoque y los objetivos que han caracterizado la^ 
ediciones anteriores, esforzándose en hacer comprender a ios estudiantes lo apasionante de la 
investigación y la base del progreso en esta área de la ciencia en constante movimiento. En este tra- 
bajo, se han incorporado los importantes y numerosos avances que han surgido desde la publica- 
ción de la edición anterior en 2008, Los progresos en genómica han sido especialmente llamativos, 
con nuevas tecnologías que han permitido la secuenciación rápida de genomas individuales 
-incluyendo los de James Watson y Craig Veoter-, así como la identificación de genes que confíe- 
ren susceptibilidad a una variedad de enfermedades comunes. De hecho, creemos que estos avan- 
ces constantes pronto nos harán llegar a un punto donde la secuenciación del genoma personal se 
convierta en algo viable, con gran repercusión en ia medicina personalizada. Los análisis genómi- 
cos a gran escala han ofrecido nuevas percepciones en la selección de alteraciones genéticas respon- 
sables de muchos tipos de cáncer, con implicaciones potenciales en el desarrollo de nuevos fárma- 
cos diana y tratamientos más refinados. 

Junto con los avances en genómica, han surgido avances en epígenética, como la elucidación de 
la herencia epígenética de centrómeros en las encanólas superiores, una apreciación de la comple- 
jidad de la modificación de Listones en la regulación genética, y avances en la comprensión de la 
inactivación del cromosoma X por ARN no codificado. Asimismo, hemos llegado a reconocer el 
papel cada vez más extendido de los micro ARN en la regulación postranscripcional de ios genes 
no sólo respecto al comportamiento normal de las células, sino también en patologías como el cán- 
cer y las cardiopatías. Por último, el adelanto más importante se ha producido en las potenciales 
aplicaciones clínicas de las células madre, notable sobre todo gracias al emocionante descubrimien- 
to de que las células somáticas de adultos pueden reprogramarse para actuar como células madre 
plurípotentes en cultivos. Desde que se publicó la edición anterior, se han producido progresos en 
la resolución de ciertos problemas clásicos, como pueden ser el papel de las diferentes A DN -polí- 
mera sas eucariotas en la horquilla de replicadón y el mecanismo de transporte de proteínas a tra- 
vés del aparato de Golgi. 

Hemos querido presentar una vez más, no sólo la información más actualizada, sino también la 
emodón y los retos que nos ofrece la investigadón en biología celular. Al mismo tiempo, La Célula 
continúa siendo un texto accesible y claro para estudiantes en su primer curso de biología celular 
v molecular* Entre los rasgos distintivos de este libro, se encuentran las secciones de Medicina 
A loleailar v Experimentos Clave , que destacan aplicadones clínicas y describen trabajos de investiga- 
ción fundamentales, respectivamente. Los nuevos ensayos que aparecen en esta edición en el apar- 
tado Experimentos Clave incluyen el descubrimiento del ARN de ínterferenda (demostrando el tra- 



m • d e Andrew Fire y Craig Mello) y la identificación de receptores odorantes como una gran fami- 
iü receptores asociados a proteínas G (destacando el trabajo de Linda Buek y Richard Axel). 
con los experimentos considerados en el texto, estos ensayos muestran a los estudiantes los 
. s que se producen en nuestro campo y una idea de cómo se formulan las hipótesis y se Ínter- 
pe&n ios resultados. De la misma manera que en la edición anterior, cada capítulo también con- 
zszr- mili tiples notas al margen para resaltar áreas de interés o de relevancia médica, además de 
de preguntas al final de cada capítulo con sus respectivas respuestas en las ultimas pági- 
mas del libro. En nuestro afán de continuar dirigiendo La Célula hacia el análisis experimental, 
de esas cuestiones llevan al alumno a pensar sobre enfoques experimentales o interpretar 
«citados, además de ofrecer una revisión del material. 

T r ' en esta edición de La Célula como en las anteriores, nuestro objetivo más importante ha sido 
■jfcamitir la ilusión y lo apasionante de la investigación de la célula y la biología molecular. Las 
a§x mmidades en nuestro campo nunca han sido mayores y esperamos que La Célula estimule a los 
iridiantes de hoy a conocer los retos de las investigaciones futuras. 


-^¿¿edmientos 

L= quinta edición de La Célula se ha beneficiado aún más que en anteriores ediciones de los 

Sentarías v sugerencias de los críticos, compañeros, profesores y estudiantes que leyeron la 
ricon anterior. 

Bies tro agradecimiento muy especial a los siguientes profesores por sus consejos y aporta- 

Dr. Felipe Kierszenbaum, Michigan State University 
Dr, Karen Guzman, Campbell University 
Dr. T. Page Owen, Jr v Connedkut Coílege 
Dr. Junjun Liu, California State University, Pomona 
Dr. Floyd Knoop, Creighton University 
Dr. Jason Bush, California State University, Fresno 
Dr, Gene Settle, University of Arizona 
Dr. Amelia Ahern-Rindell, University of Portland 
(y a los comentarios de sus alumnos) 

Dr. Cynthia Bradham, Boston University 
Dr. Ulla Hansen, Boston University 

1 gradecemos una vez más a nuestros editores por su apoyo constante. Como siempre, ha 
máo :r placer trabajar con Andy Sínauer y Dean Scudder de Sinauer Associates y con Jeff 
bu — :.ei de ASM Press, Christopher Small y Janice Holabird han desempeñado un excelente 
srix en la creación de este libro. Nos satisface especialmente dar las gracias de nuevo a 
Zji h íse a Holabird por sus cuidados, paciencia y buen humor en el proceso de producción del 
irr: 


Geoffrey M. Cooper y Robert E. Hausman 


Organización 
y características 
de La Célula 



Lm Célula es un texto accesible y sencillo que puede ser tratado en un único semestre, además 
de permitir a los alumnos dominar la materia a lo largo de todo el libro. Muchos de ellos debe- 
rán hacer cursos de introducción a la biología y química general, pero no de química orgánica 
bioquímica o biología molecular. La organización y características del libro ayudarán a los estu- 
diantes a acercarse y entender su contenido* 

Organización 

La Célula se divide en cuatro partes, cada una de las cuales es independiente, por lo que se 
puede cambiar fácilmente de tema o enfatizar aquello que se considere oportuno, en función de 
las necesidades de cada curso. 

La primera parte incluye unos capítulos previos sobre la evolución de las células, métodos para 
estudiarlas, la química de las mismas, y los fundamentos de la biología molecular moderna. Para 
aquellos alumnos que tengan una base muy sólida por haber estudiado un curso de introducción 
a la biología u otro curso previo en biología molecular, estos capítulos pueden utilizarse para 
repasar* 

La segunda parte se centra en la biología molecular de las células, tratando capítulos sobre Ja 
organización y secuencias del genoma, replicación, reparación y recombinación del ADN, trans- 
cripción y tratamiento del ARN, y la síntesis, tratamiento y regulación de proteínas. El orden 
sigue el curso de la información genética (ADN ARN proteína), y ofrece una visión 

general de estos temas concisa, pero actualizada. 

La tercera parte contiene el bloque central de capítulos sobre estructura y función celular, inclu- 
yendo otros sobre el núcleo, los orgánulos citoplasmáticos, el citoesqueleto, la membrana plas- 
mática y la matriz extracelular* Esta parte del libro comienza dando cobertura al núcleo, que 
introduce la biología molecular tratada en la segunda parte en el contexto de la célula eucarióii- 
ca, para después continuar hacia el exterior a través de los orgánulos citoplasmáticos y el citoes- 
queleto, hasta la membrana de plasma y el exterior de la célula* Sin embargo, estos capítulos son 
relativamente independientes, siendo posible variar el orden según las necesidades de cada 
curso* 

Por último, la cuarta parte se centra en la emocionante y acelerada zona de la regulación celu- 
lar, tratando temas como la señalización celular, el ciclo celular, la muerte celular programada y 
las células madre. Esta parte termina con un capítulo sobre el cáncer, que sintetiza las consecuen- 
cias de los mecanismos reguladores de las células básicas* 





Ca racterí sticas 

Vanas características pedagógicas se han incorporado a La Célula para ayudar a los estudiantes 
m. á minar su contenido. Éstas se explican a continuación a modo de guía para el alumno. 

rTzanizadón de capítulos. Cada capítulo se divide en de tres a cinco secciones principales, que 
a su vez, subdivididas en un número parecido de subsecciones. El resumen que enumera las 
res principales al principio de cada capítulo ofrece una breve visión de sus contenidos, 

"erminos clave y glosario. Los términos clave aparecen en negrita y color rojo cada vez que se 
producen en cada capítulo. Éstos se repiten en el resumen del mismo y su definición aparece en 
ri glosado al final del libro. 

I anadones y microfofografías. Un programa de ilustraciones con dibujos a todo color y 
3SBcr fotografías se ha desarrollado cuidadosamente como complemento y refuerzo visual del 

Er^ayos experimentales clave y en medicina molecular. Cada capítulo cuenta con dos ensayos 
entales clave o un experimento clave y un ensayo en medicina molecular. Estas caracte- 
■ han diseñado para dotar al alumno tanto de conocimientos sobre la base experimental 

3* jelula, como de biología molecular y sus aplicaciones a la medicina moderna. 

Carpid eramos estos ensayos como una base útil para las secciones de discusión del alumno, que 
* pueden acompañar con el estudio del artículo original en los que se basan los experimentos 

Ñecas. En cada capítulo pueden encontrarse varias notas que resaltan brevemente los puntos 
Je iaíerés relacionados con el material tratado en el texto. Son un complemento al texto, y fomen- 
fcr ^ discusión en clase. 

: ¿s-^nen de los capítulos. Se organizan en forma de esquema, donde aparecen las principales 
secciones y subsecciones de cada capítulo. Este formato "sección por sección" se complementa 
la lista de términos clave introducidos en cada una de ellas, convirtiéndose en un repaso con- 
pero exhaustivo. 

Azuritas y respuestas. Se ha diseñado un amplio conjunto de preguntas al término de cada 
cag gg _ 1 : con sus respuestas al final del libro) para facilitar la revisión del material presentado en 
^ capitulo, y alentar a los alumnos a usarlo para predecir o interpretar los resultados experimen- 

5-eferendas bibliográficas. La amplia lista de referencias bibliográficas que aparece al final de 
te capítulos permite acceder tanto a estudios como a artículos seleccionados de entre las fuen- 
te primarias. Los estudios y artículos primarios se distinguen por [R] y [P] respectivamente. 

Er_zres a páginas web. Los nuevos iconos situados en los márgenes llevan al alumno a cono- 
te j ~ animaciones, videos, juegos, problemas y otros materiales para el estudio que se encuen- 
te! en la red. 


TE.HAUSMAN 



www.sinauer.com/cooper5e 
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Genes de las cadenas pesadas 


Durante el desarrollo de las células 8, la 
recorrí bi nación específica de lugar une regiones 
de los genes de las cadenas pesadas de 
inmunoglobulina, dando lugar a la producción 
de cadenas pesadas de inmunoglobulina únicas. 


A lo largo de todo el libro encontrará en 
los márgenes estos pequeños cuadros 
que se refieren a diversas animaciones 
web, que guardan relación al tema que 
se está tratando 
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La biología molecular de las células es un área de investigación activa cuyo 
entendimiento es fundamental para todas las ciencias biológicas. Esto es 
cierto no sólo desde el punto de partida de la ciencia básica, sino también 
respecto a un número creciente de aplicaciones prácticas en agricultura, 
biotecnología e ingeniería biomédica. Especialmente tras haber completado 
la secuencia del genoma humano, el progreso de la biología celular y mole- 
cular está abriendo nuevos horizontes en la práctica médica. Ejemplos lla- 
mativos incluyen la identificación de genes que influyen en la susceptibili- 
dad individual a diversas enfermedades comunes, como las cardiópatas, la 
artritis reumatoide y la diabetes; el desarrollo de nuevos fármacos especial- 
mente diseñados para interferir con el crecimiento de células cancerosas y 
con el uso potencial de células madre para sustituir tejidos dañados y tratar 
pacientes que padecen enfermedades como la diabetes, enfermedad de Par- 
kinson, de Alzheimer y lesiones de la médula espinal. 

Dado que la biología celular y molecular es un campo de investigación 
de rápido crecimiento, este capítulo se centrará en cómo se estudian las cé- 
lulas, así como servirá para revisar sus propiedades básicas. La apreciación 
de las similitudes y diferencias entre las células resulta particularmente im- 
portante para entender la biología celular. La primera sección de este capí- 
tulo por tanto discutirá la unidad y la diversidad de las células presentes 
hoy en día en términos de su evolución desde un ancestro común. Por otra 
parte, todas las células comparten propiedades fundamentales que se han 
conservado a través de la evolución. Por ejemplo, todas las células utilizan 
ADN como material genético, están rodeadas por una membrana plasmáti- 
ca y usan los mismos mecanismos básicos para el metabolismo energético. 
Por otro lado, las células actuales han evolucionado en diferentes estilos de 
vida. Muchos organismos, como las bacterias, amebas y levaduras, se com- 
ponen de células únicas capaces de autorreplicarse independientemente. 
Los organismos más complejos están compuestos por una colección de cé- 
lulas que funcionan de manera coordinada, con diferentes células especiali- 
zadas para desarrollar funciones particulares. El cuerpo humano, por ejem- 
plo, está compuesto de más de 20Ü tipos diferentes de células, cada una de 
ellas especializada para una función distintiva como la memoria, la vísta, el 
movimiento o La digestión. La diversidad e>diibida por los diferentes tipos 
de células es sorprendente; por ejemplo, consideremos las diferencias entre 
las bacterias y las células del cerebro humano. 


Sección I 


Introducción 


4 


Las similitudes fundamentales entre los diferentes tipos de células pro- 
porcionan un marco común para la biología celular, permitiendo que lcd 
principios básicos aprendidos a partir de experimentos con un solo tipo de 
célula puedan ser extrapolados y generalizados a otros tipos de células. Di- 
versos tipos de células y organismos son extensamente utilizados para es tu* 
diar los diferentes aspectos de la biología celular y molecular; la segunda 
sección de este capítulo expone algunas de las propiedades de estas células 
que las hacen particularmente valiosas como modelos experimentales. Fi- 
nalmente, es importante reconocer que el progreso de la biología celular de- 
pende también de los instrumentos experimentales que permiten a los cier- 
tíficos hacer nuevas observaciones o desarrollar experimentos novedosos. 
Este capítulo de presentación concluye por tanto con una exposición sobre 
algunos experimentos utilizados para el estudio de las células, a la vez que 
resume algunos de los descubrimientos históricos que han llevado a nues- 
tro conocimiento actual sobre la estructura de la célula y su función. 

Origen y evolución de las células 

Las células se dividen en dos clases principales, inicial mente definidas se- 
gún contengan o no núcleo. Las células procariotas (bacterias) carecen de 
envoltura nuclear; las células eucariotas presentan un núcleo donde el ma- 
terial genético está separado del citoplasma. Las células procariotas son ge- 
neralmente más pequeñas y simples que las células eucariotas; además de 
la ausencia de núcleo, sus genomas son menos complejos y no contienen 
orgánulos citoplasma ticos (Tabla 1.1). AI margen de estas diferencias, los ! 
mismos mecanismos moleculares básicos gobiernan las vidas de procario* 
tas y eucariotas, indicando que todas las células presentes hoy descienden 
de un ancestro primordial único, ¿Cómo se desarrolló la primera célula? ¿Y 
cómo evolucionaron la complejidad y la diversidad que exhiben las células 
actuales? 

La primera célula 

Parece ser que la vida emergió hace, al menos, 3.800 millones de antis, apro- 
ximadamente 750 millones de años después de que se formara la Tierra 
Cómo se originó la vida y cómo la primera célula se convirtió en un ser son 
cuestiones de especulación, puesto que estos acontecimientos no pueden 
reproducirse en el laboratorio. No obstante, diferentes tipos de experimen- 
tos han proporcionado evidencias importantes sobre algunos pasos del 
proceso. 

En 1920 se sugirió por primera vez que moléculas orgánicas simples po- 
drían polim erizar espontáneamente y formar tnacromoléculas bajo las con- 
diciones que se pensaba que existían en la atmósfera primitiva. En el mo- 
mento en el que surgió la vida, la atmósfera de la Tierra se piensa que 
contenía poco o ningún oxígeno libre, constando principalmente de CO : y 
N : además de pequeñas cantidades de gases como H 2 , ELS y CO. Tal atmós- | 


Tabla 1.1 Células procariotas y eucariotas 


Características 

Procariota 

Eueariota 

Núcleo 

Ausente 

Presente 

Diámetro de una célula típica 

*=1 pm 

10-100 Jim 

Orgánulos dtoplasm áticos 

Ausente 

Presente 

Contenido de ADN {pares de bases) 

Ixlff'aSxll T 

1,5 x KfaSxlO* 

Cromosomas 

Una molécula de A DN 
circular 

Múltiples moléculas 
de ADN lineal 
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"yn ' l Formación espontánea de las moléculas orgánicas, f 'l vapor de agua 
-»■ a una atmósfera que consistía en CH Jr NH } y H : , en la que se 

chispas de electricidad, ti análisis de Jos productos de la reacción 
u formación de varias moléculas orgánicas, incluyendo los aminoácidos 
modo aspártico, ácido glutámico y glicina. 


■fefKjp . raona condiciones reductoras en las que las moléculas orgánicas, 
tm ü fuente de energía como la luz solar o descargas eléctricas, se pue- 
espontáneamente. La formación espontánea de las moléculas 
rué demostrada por primera vez experi mentalmente en los años 
I. d o Stanley Miller (un estudiante graduado en aquel entonces) de- 
«■Krr que ía descarga de chispas eléctricas en una mezcla de H 2 , CH 4 y 
HB er : resenda de agua, conducía a la formación de una variedad de mo- 
Wmám crzánicas, incluyendo varios aminoácidos (Fig, 1.1). Aunque el ex- 
xr^r ^r* de Miller no reprodujo con precisión las condiciones primitivas 
fcfclk”: claramente demostró la placibilidad de la síntesis espontánea 
Hfeta “ éculas orgánicas, proporcionando los materiales básicos desde 
«re* subieron los primevos organismos vivos. 

B r guíente paso en la evolución fue la formación de las macromolécu- 
S»e r demostrado que los bloques monoméricos que constituyen las 
ulas se polimerizan espontáneamente bajo condiciones prebió- 
■Mpfe tibíes. El calentamiento de mezclas secas de aminoácidos, por 
Ifr: d a como resultado su polimerización para formar polipéptidos. 

Aa* c v aracterística fundamental de la macromolécula de la que surgió la 
w tener la habilidad de replicarse por sí misma. Solamente una ma- 
smk e . la capaz de dirigir la síntesis de nuevas copias de sí misma sería 
■ys de reproducirse y evolucionar, 

Bte ^ dos clases principales de macromoléculas que aportan información 
■A» eéhilas actuales (ácidos nucleicos y proteínas), sólo los ácidos nudei- 
■M capaces de dirigir su propia repiicación. Los ácidos nucleicos píle- 
os ir como molde para su propia síntesis como resultado del aparea- 
méítl: de bases específicas entre nucleótidos complementarios (Fig, 1.2). 
Él áe Sos pasos críticos en el aprendizaje de la evolución molecular ocu- 
te i rr.r ñpios de los años 80, cuando se descubrió en los laboratorios de 
Afeman y Tom Cech que el ARN es capaz de catalizar numerosas reac- 
fto» químicas, incluyendo la polimerización de nucleótidos. El ARN es, 
y twir y el único capaz de servir como molde y catalizar su propia replica- 





= I A u tú rrepl ¡catión propia del ARN. Las parejas complementarias entre 
SÉMaóeoíjdos (adenina [A] con uracilo [U] y guanina [G] concitosina [Cj) 

■mm * que una hebra de ARN sirva como molde para la síntesis de una nueva 
pfca cor La secuencia complementaria. 
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ción. Como consecuencia, se cree que el ARN ha sido el sistema genético 
miela 1, y que una etapa temprana de la evolución química estuvo basada en 
moléculas de ARN con replicaclón propia —un período de la evolución co- 
nocido como el mundo del ARN — * Las interacciones en orden entre el 
ARN y los aminoácidos evolucionaron a lo que hoy es el código genético, y 
eventuaLmente el ADN reemplazó a] ARN como el material genético. 

Se presupone que la primera célula surgió de la envoltura del ARN de re- 
plícación propia en una membrana compuesta por fosfolípidos (Fíg. 1.3), 
Tal y como se expondrá en detalle en el próximo capítulo, los fosfolípidos 
son los componentes básicos de todas las membranas biológicas presentes 
hoy día, incluyendo la membrana plasmática de células procariotas y enca- 
no tas. La característica clave de los fosfolípidos que forman las membranas 
es que son moléculas antipáticas, lo que quiere decir que una porción de la 
molécula es soluble en agua y la otra porción no. Los fosfolípidos presentan 
largas cadenas hidrocarbonadas insolubles en agua (hidiof obleas) unidas a 
grupos solubles en agua (hidrofílicos) que contienen fosfatos. En contacto 
con el agua, los fosfolípidos espontáneamente se agrupan en una bkapa con 
los grupos que contienen fosfatos en el exterior en contacto con el agua y sus 
colas hidrocarbonadas en el interior en contacto unas con otras. Esta bicapa 
fosfolipídica forma una barrera estable entre dos compartimentos acuosos 
— por ejemplo, separando el interior de la célula de su ambiente externo. 

La envoltura del ARN autorreplicanie y las moléculas asociadas a una 
membrana lipidies se han mantenido, por tanto, como una unidad, capaz 
de reproducirse a sí misma y evolucionar. La síntesis de proteínas a partir 
del ARN pudo ya haber evolucionado, en cuyo caso la primera célula con- 
sistiría en un ARN de replicación propia y sus proteínas codificadas. 

Evolución del metabolismo 

Debido a que las células se originaron en un mar de moléculas orgánicas, 
éstas eran capaces de obtener alimento y energía directamente de su am- 
biente. Pero una situación como ésta es limitada en sí misma, por lo que las 



Molécula de 
fosfolípidos: 


Figura 1,3 Recubrimiento del ARN de autorreplícación con una membrana de 
fosfolípidos. 5e cree que la primera célula surgió del recubrimiento det ARN 
mitorreplicmie y sus moléculas asociadas por una membrana compuesta de 
fosfolípidos. Cada molécula de fosfolípidos presenta dos largas colas hidrofóbicas 
unidas a un grupo hidmfílico. Las colas hidrofóbicas están embebidas en la bicapa 
tipídica; las cabezas hídrofilicas están expuestas ai agua a ambos lados de la 
membrana. 
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necesitaron evolucionar sus propios mecanismos de creación de 
v s míe tizar las moléculas necesarias para su replicadora La creación 
ron controlada déla energía metabólica es primordial para todas 
ies celulares, y los procesos principales de metabolismo energé- 
ados en detalle en el Cap, 3) se han conservado prácticamente ín- 
er las células actuales. Todas las células utilizan adenosina 5 J -trtfos- 
como fuente de energía metabólica para llevar a cabo la síntesis 
: nstituyentes celulares y conducir otras actividades que requieren 
como eí movimiento (p> ej*, la contracción muscular). Los mecanis- 
mos por las células para generar ATP han evolucionado en tres 
correspondientes a la evolución de la glicólisis, fotosíntesis y meta- 
dativo (Fig. L4), El desarrollo de estos procesos metabólicos 
La atmósfera de la Tierra, alterando en consecuencia el curso de la 


ii atmósfera anaerobia inicial de La Tierra, las primeras reacciones ge- 
de energía presumiblemente implicaron la escisión de moléculas 
- en ausencia de oxígeno. Estas reacciones parecen ser una forma 
actual glicólisis — la rotura anaerobia de la glucosa a ácido láctico, con 
da neta de energía de dos moléculas de ATP — . Además de utilizar 
WcDr.j su fuente de energía química intracelular, todas las células actúa- 
te lev an 2 cabo la glicólisis, de acuerdo con la idea de que estas reacciones 
muy pronto en la evolución. 

La glicólisis proporcionó un mecanismo mediante el cual la energía en 
■ orgánicas ya formadas (p. ej,, la glucosa) podía convertirse en 
: que podía ser utilizado como fuente de energía para dirigir otras reac- 
-- —diabólicas. El desarrollo de la fotosíntesis fue el siguiente paso 
i —portante de la evolución, que permitió a la célula generar energía a 
firde La luz solar y ser independientes de la utilización de las moléculas 
; va existentes. La primera bacteria fotosintética, que evolucionó 
í más de 3 billones de años, probablemente utilizaba TES para convertir 
CD: ei moléculas orgánicas — todavía algunas bacterias utilizan un proceso 
ifctili 'síntesis similar””. La utilización de H 2 Ó como donante de electrones 


■hfiiM 

^ 2C 3 H 9 0, 

Sucosa Acido láctico 


fotosíntesis 

- - 0- ■+ 6 HjjO !►■ OgH 1 gOg + 6 

Glucosa 


w^&bollsmo oxidativo 

""A + 60 ? eGOj + eHgO 

Glucosa 


1 Generación de energía metabólica. La glicólisis es la rotura anaerobia 
Je : glucosa en ácido láctico. La fotosíntesis utiliza la energía del sol para conducir 
te sÉntesis de la glucosa a partir del CO : y el H : 0, liberando 0 2 como producto. 

T (X liberado por la fotosíntesis lo utiliza el metabolismo oxida tivo, en el que 
b g-ucosa se rompe en CQ 2 y H 2 0, liberando mucha más energía que la obtenida 
áe la ghcólisis. 
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■ La existencia de organismos en 
condiciones extremas ha dado 
lugar a la hipótesis de que la vida 
podía existir en ambientes simi- 
lares en otros lugares del sistema 
solar. El campo de la astrobiología 
(o exobio logia) busca encontrar 
señales de esta vida extraterrestre. 


e hidrógeno para la conversión del CO : a compuestos orgánicos evoluciono 
más tarde y tuvo la importante consecuencia de cambiar la atmósfera de la 
Tierra. El uso de H 2 0 en reacciones fotosintéticas produce 0 2 libre; se cret 
que este mecanismo ha sido el responsable de hacer a ia atmósfera de la Tie- 
rra tan abundante en CL, 

La liberación de O. como consecuencia de la fotosíntesis cambió el medie 
en el que las células evolucionaron, y se cree que determinó el desarrollo dei 
metabolismo exi dativo. Alternativamente, el metabolismo oxidativo po- 
dría haber evolucionado antes que la fotosíntesis, y el aumento del Q z at- 
mosférico proporcionaría una importante ventaja selectiva a los organismos 
capaces de utilizar 0 2 en las reacciones de generación de energía. En cual- 
quier caso, el O z es una molécula altamente reactiva, y el metabolismo oxi- 
da ti vo, usando esta reactividad, ha proporcionado un mecanismo de gene- 
ración de energía a partir de moléculas orgánicas mucho más eficiente que 
la glicólisís anaerobia. Por ejemplo, la rotura oxida ti va completa de la glu- 
cosa en CG Z y FLG produce energía equivalente a 36 ó 38 moléculas de ATP. 
en comparación con las dos moléculas de ATP que se forman en la glicólisís 
anaerobia (véase Fig, 1,4). Con pocas excepciones, las células actuales utili- 
zan reacciones oxidativas como fuente principal de energía. 

Procariotas actuales 

Los procariotas actuales, que incluyen todos los tipos de bacterias, están di- 
vididos en dos grupos — las arquebacterias y las eubacterias— - que se dife- 
renciaron al principio de 1a evolución. Algunas arquebacterias viven en 
condiciones extremas, que hoy en día son inusuales pero que pudieron pre- 
valecer en la primitiva Tierra. Por ejemplo, los termoaddófilos viven en po- 
zos calientes de sulfuro con temperaturas hasta de 80 °C y valores de pH 
de 2. Las eubacterias incluyen las formas comunes que están presentes er 
nuestros días — un amplio grupo de organismos que viven en una gran va- 
riedad de ambientes, como la tierra, el agua y otros organismos (p, cj,, los 
patógenos humanos). 

La mayoría de las células bacterianas son esféricas, en forma de bastón, o 
espiral, con diámetros que oscilan de 1 a 10 gm. Su contenido de ADN varia 
desde unos 0,6 millones a 5 millones de pares de bases, cantidad suficiente 
para codificar unas 5.000 proteínas diferentes. Los procariotas más grandes 
y complejos son las clan obacterias, bacterias en las que evolucionó la foto- 
síntesis. 

La estructura de célula procariota típica es la de Escherichia coíi (E, colih 
un habitante común del tracto intestinal humano (Fig. 1.5), La célula tiene 
forma de bastón, alrededor de 1 gm de diámetro y cerca de 2 gm de longi- 
tud, Como la mayoría de los otros procariotas, E. cotí está rodeada por una 
pared celular bacteriana rígida compuesta de poiisacáridos y péptidos. 
Dentro de la pared celular se encuentra la membrana plasmática, que es 
una b icapa de f os f olí pidos y proteínas asociadas. Mientras que la pared ce- 
lular es porosa y puede ser penetrada por una variedad de moléculas, la 
membrana plasmática proporciona una separación funcional entre el inte- 
rior de la célula y su medio externo. El ADN de E, cotí es una molécula 
circular única en el nucleoide, que, en comparación con el núcleo de los 
eucariotas, no está rodeado por una membrana que lo separe del citopl as- 
ma, El citoplasma contiene aproximadamente 30.000 ribos ornas (lugar de la 
síntesis de proteínas), que destacan por su apariencia granular. 

Células eucariotas 

Como las células procariotas, todas las células eucariotas están rodeadas 
por membranas plasmáticas y contienen ribosomas. No obstante, las células 
eucariotas son mucho más complejas y contienen un núcleo, variedad de 
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ra • .5 Mierografía electrónica de E. cotí. La célula está rodeada por una 
té rehilar, dentro de la que se encuentra la membrana plasmática. El ADN se 
agrura en el nucleoide. (Menge and Wurtz/Bio2entrum, University of 
ti Science Photo Libra ry /Photo Researchers, Inc.), 


lulos citoplasma ticos, y un dtoesqueleto (Fig, 1,6). El organillo más 
te y prominente de las células eucariotas es el núcleo, con un diámetro 
uñado de 5 Jim. El núcleo contiene la información genética de la célu- 
en los eucariotas se encuentra organizada de forma linear en lugar 
■olee ulas de ADN circular. El núcleo es el sitio de la replicación del 
v de la síntesis del ARN; la traducción del ARN en proteínas tiene lu- 
los ribosomas del citoplasma. 

Auemás de un núcleo, las células eucariotas contienen una variedad de 
utos delimitados por membranas dentro del citoplasma. Estos orgá- 
proporcíonan diferentes compartimentos en los que se localizan las 
actividades metabólicas. Las células eucari óticas son por lo gene- 
ts grandes que las células procaríotas, con frecuencia presentando un 
celular den veces mayor. La compartimentalización proporciona- 
ra los orgánulos dtoplasmáíicos es lo que permite a las células eucario- 
hmdonár con eficiencia. Dos de estos orgánulos, las mitocondrias y los 
Rif» tastos, juegan papeles imprescindibles en el metabolismo energético. 
- mitocondrias, que se encuentran en casi todas las células eucariotas, son 
centros del metabolismo oxida ti vo y son por tanto las responsables de 
■xerar la mayoría del ATP derivado de la rotura de moléculas orgánicas, 
s dorop tastos son los centros donde se lleva a cabo la fotosíntesis y se en- 
atfran exclusivamente en las células de las plantas y algas verdes. Los 
memas y los peroxísomas también proporcionan compartimentos meta- 
especializados para la digestión de macromoléculas y varias reac- 
oxidativas, respectivamente. Además, la mayoría de las células de 
ritas contienen grandes vacuolas que desarrollan variedad de funcio- 
MK incluyendo la digestión de macromoléculas y el almacenaje de produc- 
to de desecho y nutrientes. 

Emendo al tamaño y complejidad de las células eucariotas, el transporte 
a sus destinos dentro de la célula es una labor formidable. Dos 
citoplasma ti eos, el retículo endoplasmático y el aparato de Col- 
ín específicamente dedicados a la diferenciación y transporte de las 
destinadas a la secreción, a la incorporación en la membrana plas- 
■dbea v a la incorporación en los lisosomas. El retículo endoplasmático es 
red extensa de membranas i n traed u la res, que se extienden desde la 
toKTícrana nuclear hasta atravesar todo el citoplasma. No solo actúa en el 
y transporte de proteínas, sino también en la síntesis de lípidos. 
el retículo endoplasmático, las proteínas son transportadas dentro de 
qaeñas vesículas al aparato de Golgi, donde siguen siendo procesadas y 
aricadas para el transporte a sus destinos finales. Además de esta fun- 
t de transporte de proteínas, el aparato de Golgi presenta síntesis de Jipi- 
&y (en células de las plantas) síntesis de algunos polisacáridos que corn- 
eal Lj pared celular. 

Las células eucariotas tienen otro nivel de organización intema: el citoes- 
eieto, una red de filamentos proteínicos que se extienden por el citoplas- 
i B dtoesqueleto proporciona el marco estructural de la célula, determi- 
na forma celular y la organización general del citoplasma. Además, el 
qudeto es responsable de los movimientos de todas las células (p. ej., 
kcmtracción de las células musculares), del transporte intracelular y la po- 
sición de los orgánulos y otras estructuras, incluyendo los movimientos de 
fe cromosomas durante la división celular. 
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Célula animal 



Núcleo 


Nucléolo 


Membrana plasmática 


Aparato de Golgl 


Peronisoma 
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Figura L£ Estructuras de las células 
animales y vegetales. Las células 
animales y vegetales están rodeadas 
por una membrana plasmática y 
contienen un núcleo, un citoesqueteto 
y muchos orgánulos citopl asmáticos en 
común. Las células vegetales también 
están rodeadas por una pared celular y 
contienen doroplastos y vacuolas 
grandes. 


El origen de los eucariotas 

Un paso crítico en la evolución de las células eucariotas fue la adquisición 
de orgánulos subcelulares encerrados por membranas, permitiendo el de- 
sarrollo de la complejidad característica de estas células. Los orgánulos de 
los eucariotas se cree que han surgido por endosimbíosís — una célula vi- 
viendo en el interior de otra — . En concreto, los orgánulos eucarióticos se 
cree que han evolucionado a partir de células procariotas que vivían en el 
interior de los ancestros de los eucariotas. 

La hipótesis de que las células eucariotas evolucionaron por endosimbio- 
sis está especialmente bien apoyada con los estudios de las mitocondrias y 
los doroplastos, los cuales se cree que han evolucionado desde bacterias 
que vivían en células grandes. Las mitocondrias y los doroplastos tienen un 
tamaño similar al de las bacterias, y como ellas, se reproducen mediante su 
escisión bipartita. Lo más importante es que las mitocondrias y los cloro- 
plastos contienen su propio ADN, que codifica algunos de sus componen- 
tes. El ADN de las mitocondrias y doroplastos se replica cada vez que el 
orgánulo se divide, y los genes que contiene se transcriben dentro del or- 
ganillo y se traducen en los ribosomas de este. Por lo tanto, las mitocon- 
drias y los doroplastos contienen sus propios sistemas genéticos, que son 
diferentes del genoma nuclear de la célula. Además, los ribosomas y los 
ARN ribosómicos de estos orgánulos están más relacionados con los bac- 
terianos que aquellos codificados por los genomas nucleares de los euca- 
riotas. 
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Er sencrral, ha aceptado un origen endo simbiótico de es toa orgánulos, 
■p rnsé-r. cue la mitocondria ha evolucionado a partir de las cu bacterias 
n>- ios doroplastos de las eu bacterias fotosintéticas, como las ciano- 
. adquisición de bacterias aerobias podría provenir de una célu- 
m < - con la habilidad de llevar a cabo un metabolismo oxi dativo. La 
- n de bacterias fot osintéticas podría provenir de la independencia 
«Boxv conseguida al desarrollar la fotosíntesis. Por tanto, estas asocia- 
^■K^eidcsimbióticas resultaron muy beneficiosas para sus asociados, que 
*■■ *« r- . ¿donados en el curso de la evolución, A través del tiempo, la ma- 
rm áz . - cenes originalmente presentes en estas bacterias en apariencia 
_ nverporarse dentro del genoma nuclear de la célula, así que sola- 
componentes de las mitocondrías y doroplastos siguen sien- 
i o s por los germinas de los orgánulos- 
El preciso de las células eucarióticas sigue siendo un tema sin es- 

B2T er '' ¡ .ostra comprensión de la evolución temprana. Los estudios de 
.i* encías de ADN indican que las arqueo bacterias y eu bacterias son 
is entre sí como cada una de ellas lo es de los eucar iotas actuales. 
: un suceso muy temprano en la evolución parece haber sido la 

. i de dos líneas de descendentes a partir de un ancestro procarió- 
dando lugar a las arqueobacterias y eubacterias actuales. Sin 
c: h: 'ido difícil determinar si algunos encanólas evolucionaron a 
át c ^bacterias o a partir de arqueobacterias. Sorprendentemente, al- 
, eu cari óticos son más similares a genes eu bacteria nos mientras 


■ Algunas protistas marinos 
actuales engloban algas para que 
sírvan como endosiitibiontes que 
llevan a cabo la fotosíntesis para 
sus hospedado res. 
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Figura 1.7 Evolución de las células. 

Las células actuales evolucionaron 
desde un antepasado procariota común 
a tres largas líneas de descendencia, 
dando lugar a ias arqueobacíerias y 
€mb¿icterias. Las células eu cariotas 
pueden haber surgido por asociación 
endosimbiótica de una eu bacteria 
aeróbica con una arqueobacteria, dando 
lugar al desarrollo de mitocondms 
además de a ía formación del genoma 
eucaríótico con genes derivados tanto 
de eubacterías como de 
aiqueobacterias. Los cloroplastos 
evolucionaron posteriormente como 
resultado de la asociación 
endosirrtbi ótica de una cianobacteria 
con el antecesor de las plantas. 

El modelo para la formación de la 
primera célula eucariótica está basado 
en M. C Rivera v J, A. Lake, 2004, 
Náíaw431: 152. 


Primera 

célula 

que otros son más similares a genes arqueobacteria nos. El genoma de loa 
eu cariotas parece así consistir de algunos genes derivados de eub arterías y 
de otros procedentes de a rqueobac terias, en lugar de reflejar un genoma de 
un ancestro eu bacteriano o arqueobacteriano, Sorprendentemente, la mayen 
ría de los genes eucarióticos relacionados con procesos de información 
(como la replicador! del ADN, la transcripción y la síntesis de proteínas 
proceden de las arqueobaeterias, mientras que ia mayor parte de los genes 
eucarióticos vinculados con procesos operativos básicos de la célula (come 
la glucolisis y la biosíntesis de aminoácidos} derivan de las eubac ferias. 

Una hipótesis reciente explica la naturaleza de mosaico de los genomas 
eucarióticos proponiendo que eí genoma de ios eucariotas surgió de una fu- 
sión de genomas arqueobacteriano y eubacteriano (Fíg, 17). De acuerdo con 
esta proposición, una asociación en dos ímb íctica entre una eubacteria y una 
arque obacteria fue seguida de una fusión de dos genomas procarió ticos, 
dando lugar a un genoma eucaríótico ancestral con contribuciones tanto de 
eubacterias como de arqueobacterías. La versión más sencilla de esta hipó- 
tesis es que una relación endosimbiotica inicial de una eubacteria que vivía 
en el interior de una arqueobacteria, dio Jugar no sólo a las mitocondrias 
sino también ai genoma de las células euc artéticas, conteniendo genes deri- 
vados de ambos ancestros procari óticos. 

Desarrollo de organismos multicelulares 

Muchos eucariotas son organismos unicelulares que, como las bacterias, se 
componen de células únicas capaces de su propia replicación. Los eucario- 
tas más simples son las levaduras. Las levaduras son más complejas que las 
bacterias, pero mucho más pequeñas y simples que las células anímales o 
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1 .3 Micrografia electrónica de barrido de Saccharomyces cerevisiae. 

fía con color artificial. (© Medica J-on-Line/ Ala my.) 


es. Por ejemplo, la levadura hasta ahora más estudiada Saccharomy- 
isiae tiene un diámetro aproximado de 6 |im y contiene 12 millones 
de bases de ADTsJ (Fig. 1 >8). Sin embargo, otros eucariotas urucelu- 
son células mucho más complejas, algunas contienen tanto ADN como 
contienen las células humanas. Estos incluyen organismos especiali- 
zara desarrollar gran variedad de funciones, incluyendo la fotosínte- 
¡ movimiento y la captura e ingestión de otros organismos como ali- 
La Amacha protéus , por ejemplo, es una célula grande y compleja. Su 
l es 100.000 veces mayor que el de £, cali, y su longitud puede so- 
r 1 mm cuando la célula está completamente extendida (Fig. 1,9). 
amebas son organismos muy móviles que utilizan extensiones dfoplas- 
llamadas pseudopadia o pseudópodos, para moverse y envolver a 
organismos, incluyendo bacterias y levaduras, como alimento. Otros 
i unicelulares (las algas verdes) contienen cloroplastos y son capa- 
: llevar a cabo la fotosíntesis. 

Iíos organismos multicelulares evolucionaron de los eucariotas unícelu- 
hace más de 1.000 millones de años. Algunos eucariotas unicelulares 
i agregados multicelulares que parecen representar una transición 
va desde una única célula a un organismo multicelular. Por ejemplo, 
i de muchas algas (p. ej,, el alga verde Volvox) se asocian unas con 
rara formar colonias multicelulares (Fig, 1 .10), las cuales se cree que 
precursores evolutivos de las plantas actuales. El aumento de la es- 
don celular determinó la transición de las colonias agregadas a los 
organismos multicelulares. La continua espedalízación y la dl~ 
de las funciones entre las células de un organismo ha proporcionado 
^jidad y diversidad observada en los muchos tipos de células que 
las plantas y animales de hoy, incluyendo a los seres humanos. 
p3 antas se componen de menos tipos de células que los animales, 
cada tipo diferente de célula vegetal está especializada para desarro- 
fan clones específicas requeridas por el organismo en su conjunto 
1 11), Las células vegetales están organizadas en tres sistemas de tejí- 
apales: tejido basal, tejido dérmico y tejido vascular. El tejido basal 
a las células del parénquima, que lleva a cabo la mayoría de las 
es metabólicas de !a planta, incluyendo la fotosíntesis. El tejido ba- 
bién contiene dos tipos de células especializadas (células del colén- 
i y células del esclerénqutma) que se caracterizan por paredes celula- 
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Figura 1 .9 Micrografia óptica de 
Amoeba profeos. (M, 1. Walker/Photo 
Kesearchers, Inc.) 



Figura LIO Alga verde colonial. Las 

células individuales de Voivox forman 
colonias que consisten en esferas 
huecas en las que están embebidas en 
una masa gelatinosa cientos o miles de 
células. (Cabisco/Visuals Unlímíted.) 
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Figura 1.11 IVtirrografías ópticas de 
células vegetales representativas. 

(A) Células del parénquima, 
responsables de la fotosíntesis y de 
otras reacciones metabólicas. (B) 
Células del colénquima. especializadas 
para dar soporte y endurecer las 
paredes celulares. (C) Células 
epidérmicas en la superficie de una 
hoja, Pequeños poros (estomas) se 
encuentran flanqueados por células 
especializadas denominadas células 
guardia. (D) Los elementos de los 
vasos y las traqueídas son células 
alargadas que se disponen enfrentadas 
para formar los vasos del x ilema. 

(A, JackM. Bastsack/Visuals 
linlimited; B, A. J. Karpoff/Visuals 
Uniimíted; C, Alfred Gwezarzak/ 
Biológica I Photo Service; D, Biophoto 
Associates /Science Source /Photo 
Researchers Inc.) 
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res gruesas y por proporcionar el soporte estructural de La planta. El tejido 
dérmico cubre la superficie de la planta y está compuesto por células epi- 
dérmicas, que forman un revestimiento de protección y permiten la absor- 
ción de nutrientes. Finalmente, el sistema vascular (el xilema y floema) está 
formado por diversos tipos de células alargadas, y es el responsable del 
transporte de agua y nutrientes a través de la planta. 

Las células presentes en animales son considerablemente más diversas 
que Jas de las plantas. El cuerpo humano, por ejemplo, está compuesto por 
más de 200 tipos de células diferentes, consideradas generalmente como 
componentes de los cinco tipos principales de tejidos: tejido epitelial, tejido 
conectivo, sangre, tejido nervioso y tejido muscular (Fig. 1.12), Las células 
epiteliales forman láminas que cubren ia superficie del cuerpo y delimitan 
los órganos internos. Existen muchos tipos diferentes de células epiteliales, 
cada una especializada para una función específica, incluyendo protección 
(la piel), absorción (p, ej., las células del intestino delgado), y secreción 
(p. ej., células de la glándula salivar). El tejido conectivo incluye hueso, car- 
tílago y tejido adiposo, cada uno de los cuales está formado por diferentes 
tipos de células (osteoblastos, condrocitos y adipocitos, respectivamente). 
El tejido conectivo suelto que delimita con las capas epiteliales y rellena los 
espacios entre los órganos y tejidos del cuerpo está formado por otro tipo de 
células, los fibroblastos. La sangre contiene diferentes tipos de células; Jos 
glóbulos rojos (eritrocitos) funcionan en el transporte de oxígeno, y los gló- 
bulos blancos (granulocítos. monoritos, macrófagos y linfocitos) funcio- 
nan en las reacciones inflamatorias y en la respuesta inmune. El tejido ner- 
vioso está formado por células nerviosas, o neuronas, que están altamente 
especializadas en la trasmisión de señales a través del cuerpo. Varios tipos 
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I É-í.- inseríales, come las células del ojo y el oído, están aún más es- 
fcuci:' en la recepción de señales del ambiente* Finalmente, diferentes 
Sfctíiiilas musculares son responsables de la producción de fuerza y 

méuaon de los animales claramente implica el desarrollo de una di- 
tac y especial ización considerable a nivel celular Entender los meca- 
m controlan el crecimiento y diferenciación de estas células tan 
y especializadas, desde la fertilización de un solo huevo, es uno 
wví desafíos de la biología celular y molecular contemporánea. 




* I Micrografías ópticas dé 
r nal es rep re s e n latí vas. (A) 

ili de la boca (una 
^_r^:ra!±ficada gruesa), 
e intestino. (B) Los 
son células del tejido 
caracterizadas por su forma 
reído. (C) Eritrocitos, 
Imfocitos y monocitos en 
tna. [ < A ) i y { A)il, G. W. 

> L rüimited; (A)iü, 
Associa tes / P hoto 
Lnc ; B, Don VV. 

Ysuals L'nlimited; C r G. VV. 
L’nlimited.l 
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Tabla 1.2 Contenido de ADN en las células 


Organismo 

Contenido de ADN haploide 
(millones, de pares de bases) 

Número de 
genes 

Bacteria 

Mycoplasma 

0,6 

470 

E. coli 

4,6 

4.300 

Eucar iotas unicelulares 

Sitccharamyees 

12 

6.000 

cemrtske (levaduras) 

Dictyo&tdium 

70 

Desconocida 

discoide u ni 

Eugtem 

3,000 

Desconocido 

Plantas 

Arabidopsk théiana 

125 

26.000 

Zea ninys (maíz) 

5.000 

Desconocido 

Animales 

C-aenorhabditis 

97 

19.000 

etegans (nema todo) 

Dn * irphila meta mgaster 

180 

14.000 

¡mosca de la fruta) 

PoÜo 

1.200 

20-23,000 

Pez cebra 

L700 

20-25.000 

Ratón 

3,000 

20-25.000 

Humano 

1000 

20-25.000 


Células como modelos experimentales 

La evolución de las células actuales a partir de su antepasado común tiene 
importantes implicaciones para la biología celular y molecular como den 
experimental. Debido a que las propiedades fundamentales de todas las cé- 
lulas se lian conservado durante la evolución, los principios básicos obteni- 
dos de ios experimentos desarrollados con un solo tipo de célula son gene- 
raímente aplicables a otras células. Por otra parte, debido a la diversidad de 
las células actuales, muchos de los experimentos son más fáciles de llevar _ 
cabo con un tipo de células en lugar de otras. Se utilizan diferentes tipos de 
células y organismos como modelos experimentales para estudiar diversos 
aspectos de la biología celular y molecular. Las características de algunas de 
estas células que resultan particularmente ventajosas como modelos experi- 
mentales se discuten en las siguientes secciones. En muchos casos, la dispo- 
nibilidad de secuencias genómicas completas incrementa el valor de estos 
organismos como sistemas modelo para la comprensión de la biología mo- 
lecular de las células. 

E. coli 

Debido a la simplicidad de su comparativa, las células procariotas (bacte- 
rias) son los modelos ideales para el estudio de los aspectos fundamentales 
de la biología molecular y la bioquímica, La especie de bacterias mejor estu- 
diada es E. coli , que ha sido el organismo por excelencia en la investigación 
de los mecanismos básicos de la genética molecular. La mayoría de los con- 
ceptos actuales de la biología molecular “incluyendo nuestra comprensión 
sobre la replicación del ADN, el código genético, la expresión génica y la 
síntesis de proteínas — derivan de los estudios sobre esta humilde bacteria. 

£. coíi ha resultado especialmente útil para los biólogos moleculares de- 
bido a su relativa simplicidad y la facilidad para propagarse y ser estudiada 
en el laboratorio. El genoma de E. coíi, por ejemplo, consiste en aproximada- 
mente 4,6 millones de pares de bases y contiene aproximadamente unos 
4.30Ü genes. El genoma humano es casi mil veces mayor (aproximadamente 

3 billones de pares de bases) y se cree que 
contiene de 20.000 a 25.000 genes (véase Ta- 
bla 1 .2). El tamaño pequeño del genoma dt 
E, coi i (que se secuenció por completo er 
1997) proporciona claras ventajas para e 
análisis genético. 

Los experimentos genéticos moleculares 
se ven facilitados por el rápido erecimienti 
de E, cali bajo condiciones de laboratorio pre- 
determinadas. Bajo condiciones óptimas de 
cultivo, E. col i se divide cada 20 minutos. 
Además, una población clónica de E, coli , en 
la que todas las células se derivan de la divi- 
sión de una única célula original, se puede 
aislar fácilmente como una colonia en creci- 
miento en un medio que contenga agar sentí- 
sólido (Fig, 1-13), Debido a que las colonias 
bacterianas que contienen más de 10 s células 
se pueden desarrollar en mía noche, la selec- 
ción de variantes genéticas de una cepa de 
£. cotí — por ejemplo, mulantes que son re- 
sistentes a un antibiótico, como la penicili- 
na — es fácil y rápida. La facilidad con la que 
estos mulantes pueden ser seleccionados y 
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a dos resultó clave para el éxito de los experimentos que definen los 
píos básicos de la genética molecular, discutidos en el Capítulo 4. 
mezclas nutritivas en las que E. coli se div ide más rápidamente inclu- 
9 glucosa, sales y varios compuestos orgánicos, tales como aminoácidos, 
las y precursores de ácidos nucleicos. No obstante, E. coi i también 
crecer en un medio mucho más simple que contenga solamente sales, 
fuente de nitrógeno (como el amoníaco), y una fuente de carbón y ener- 
como la glucosa). En este medio, la bacteria crece un poco más lenta 
im tiempo de división de unos 4Ü minutos) ya que tiene que sintetizar 
sus aminoácidos, núcleo ti dos y otros compuestos orgánicos. La habi- 
da £. coli para llevar a cabo estas reacciones biosintéticas en un medio 
ha hecho que sea extremadamente útil para el descubrimiento de los 
bioquímicos implicados. Por tanto, el rápido crecimiento y los 
■ requisitos nutricionales de E. coli han facilitado los experimentos 
tales de la biología molecular y la bioquímica. 


uras 

Jas bacterias han sido un modelo de valor incalculable para el estu- 
m uchas de las propiedades conservadas de las células, éstas obvia* 
no pueden ser utilizadas para estudiar aspectos de la estructura y 
celulares que son únicos de eucariotas. Las levaduras, los eucario* 
simples, aportan numerosas ventajas experimentales similares a las 
En consecuencia, las levaduras han proporcionado un modelo 
para el estudio de muchos de los aspectos fundamentales de la bio- 
celular eucaríota. 

genoma de la levadura que con más frecuencia se ha estudiado, Sae- 
tí cerevisiae, consiste en 12 millones de pares de bases de ADN y 
alrededor de 6.000 genes. Aunque el genoma de las levaduras es 
damente tres veces mayor que el de E. coli , resulta más manejable 
ar*s ^enomas de eucariotas más complejos, como el de los humanos, lo- 
en su simplicidad, la célula de levadura exhibe las características tipi- 
as células eucariotas (Fíg. 1.14): Contiene un núcleo distinto rodeado 
membrana nuclear, su ADN gen omico está organizado en 16 eró- 
las lineales, y su citoplasma contiene un cítoesqueleto y orgánulos 
alares. 

levaduras pueden crecer con facilidad en el laboratorio y pueden ser 
as bajo muchos de los mismos protocolos genéticos moleculares 
han resultado satisfactorios con E. coli . Aunque las levaduras no se re- 
tan rápidamente como las bacterias, se dividen cada 2 horas y pue- 
fá Gilmente dando lugar a colonias a partir de una sola célula. Las 
as se pueden utilizar en variedad de manipulaciones genéticas simi- 
a aquellas que se pueden realizar utilizando bacterias. 

- características han hecho a las levaduras las células eucariotas más 
les desde el punto de vista de la biología molecular. Las levaduras 
han resultado importantes para la comprensión de muchos proce- 
rjn da menta les en eucariotas, incluyendo la replicador! del ADN, trans- 
, procesamiento del ARN, ensamblaje de proteínas y la regulación 
visión celular, tal y como discutiremos en capítulos siguientes. La 
de la biología celular molecular se presenta clara debido al hecho de 
los principios generales de la estructura y función celulares revelados 
ios estudios de las levaduras se pueden aplicar a todas las células euca- 


enorhabditis elegans 

* levaduras unicelulares son modelos importantes para el estudio de las 
s-ss eucariotas, pero entender el desarrollo de los organismos multicelu- 



Fígura 1.13 Cotonías de bacterias. 

Fotografía de colonias de £. coli 
creciendo en la superficie de un medio 
de agar. (A. M. Siegelman/Visuals 
Ünlimited.) 
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Figura 1.14 Mi trogra fía electrónica 
de Saccharomyces cerevisiae. 

(David Scharf/Peter Amold, Inc.) 
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Figura 1.15 Caenorhabditis elegans. 

(De J. E. Sulston y H. K, Horvitz, 1977, 
Dev. BioL 5b: 110.) 



Figura 1.16 Drosophila 
metanogaster ; (Fotografía realizada 
por David Mclntyre.) 
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lares requiere los análisis experimentales de plantas y animales, org. 
que son mucho más complejos. El nemátodo Caenorhabditis elegans 
1.15} posee diversas características notables que hacen que sea uno de i 
modelos más utilizados en los estudios de desarrollo animal y difere 
don celular. 

Aunque el genoma de C. elegans (aproximadamente 100 millones de 
res de bases) es mayor que los eu cariotas unicelulares, es más simple y 
manejable que los genomas de la mayoría de los animales. Su secuencia 
sido determinada por completo, revelando que el genoma de C. elegans o 
tiene aproximadamente 19.000 genes — alrededor de tres veces más que i 
número de genes de levaduras, y un quinto del número de genes prev 
bles en humanos — . Biológicamente, C. elegans es también un organisi 
multicelular relativamente simple: Las lombrices adultas solamente se o 
ponen de 959 células somáticas, y de 1 .ÜÜÜ a 2.ÜÚE) células germinales, 
más, C Weyans puede ser reproducida con facilidad y ser sometida a m 
pul aciones genéticas en el laboratorio. 

La simplicidad de C. elegans ha permitidoque el curso de su desarrollo 
haya estudiado en detalle mediante observación microscópica. Estos a: 
sis han trazado satisfactoriamente el origen embrionario y el linaje de todJ 
las células en la lombriz adulta. Los estudios genéticos también han iderr- 
íicado algunas de las mutaciones responsables de anormalidades del desa- 
rrollo, conduciendo al aislamiento y descripción de genes claves que con- 
trola n el desarrollo y diferenciación del nemátodo. Cabe destacar que ^ 
han encontrado similares genes que funcionan en animales complejos (Inl 
duyendo humanos), resultando C elegans un importante modelo para ios 
estudios del desarrollo animal. 


Drosophila melanogaster 

Al igual que C, elegans, la mosca de la fruta Drosophila melanogaster (Fíe 
Lió) ha sido un modelo de organismo crucial en la biología del desarrolla 
El genoma de Drosophila es de 180 millones de pares de bases, mayor que e 
de C. elegans, pero el genoma de Drosophila sólo contiene unos 14.000 gene- 
Además, el corto ciclo de reproducción de Drosophila (unas 2 semanas) La 
convierte en un organismo muy útil para los experimentos genéticos. Mu- 
chos conceptos fundamentales de la genética — como la relación entre genes* 
y cromosomas — se derivaron de los estudios en Drosophila a principios óv 
siglo veinte (véase Cap. 4). 

Los exhaustivos análisis genéticos en Drosophila han descubierto mucho* 
de los genes que controlan el desarrollo y la diferenciación, siendo los méto 
dos actuales de la biología molecular los que han permitido el análisis en 
detalle de las fundones de estos genes. Como consecuencia, los estudios de 
Drosophila han permitido avanzar en el entendimiento de los mecanismo* 
moleculares que gobiernan el desarrollo animal, particularmente respecto a 
la formación del cuerpo de organismos multicelulares complejos. Al igual 
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toe C degans, en vertebrados existen genes y mecanismos similares, vali- 
Btoic el uso de Drosophila como uno de los modelos experimentales más 
torortantes de la biología contemporánea del desarrollo. 

copsis thaliona 

toKudio del desarrollo y la biología molecular vegetal es un campo activo 
pa expansión de considerable importancia económica ai igual que de inte- 
HpMelectual. Desde que los genomas de las plantas cubren una dimensión 
|Ércv?ripk 5 jidad comparable a los genomas animales (véase Tabla 1.2), un 
mmádo óptimo para el estudio del desarrollo vegetal seria un organismo re- 
■fcmnente simple que poseyera alguna de las ventajas de C. degans y Dro- 
La pequeña planta con flor Arabidopsis th aliana (oruga) (Fig. TI 7) 
estos criterios, por lo que se utiliza como modelo para el estudio de 
■■Mugía molecular en plantas. 

Hl ■ÉÉíepsis es notable por su gen orna de tan sólo unos 125 millones de 
■fes de bases. Sin embargo, Arabidopsis contiene un total de unos 26.000 
tofe&. muchos de los cuales están repetidos, de forma que el número de ge- 
de Arabidopsis es de aproximadamente 15.000 —una complejidad 
toí¿¿r a la de C, etegans y Drosophila — ■. Además, la Arabidopsis es fácil de 
■Ito? en ei laboratorio, y ya se han desarrollado métodos para su mam- 
Htocaon genética molecular. Estos estudios han llevado a la identificación 
tofeffies implicados en varios aspectos del desarrollo vegetal, como es el 
■WroÜe de las flores. El análisis de estos genes indica la existencia de nu- 
|toB535 similitudes, pero también diferencias notables, entre los mecanis- 
- controlan el desarrollo de vegetales y animales, 

ler-brados 

■brumales más complejos son los vertebrados, incluyendo a los humanos 
mamíferos. El genuma humano se compone aproximadamente de 
¡■tones de pares de bases — alrededor de 20-30 veces más que los geno- 
C. efcgans, Drosophila o Arabidopsis— y contiene entre 20.000 y 25.000 
Además, el cuerpo humano se compone de más de 200 clases dife- 
■(Se* de tipos de células especializadas. Esta complejidad hace que los ver- 
tonios sean difíciles de estudiar desde el punto de vista de la biología ce- 
to i molecular, aunque el mayor interés de las ciencias biológicas nace 
■to^eo de entender el organismo humano. Además, entender muchas de 
^■pBdones sobre la importancia de la práctica inmediata (p. ej., en medí- 
■fe deben estar basadas en estudios de células humanas (o estrechamente 
Etoáonadas). 

tas avance importante en el estudio de células humanas y de los marrufe- 
m*í'- ei crecimiento de células aisladas en cultivo, donde pueden ser maní- 
ptod - bajo condiciones de laboratorio controladas. El uso de células culti- 
■to ha permitido realiza r estudios sobre diversos aspectos de la biología 
■tor de los mamíferos, incluyendo experimentos que han iluminado los 
toaremos de la replicación del ADN, expresión génica, síntesis y proce- 
HPaeriti de proteínas, y división celular. Además, la habilidad de cultivar 
«5- : ' en un medio químico definido ha permitido realizar estudios sobre 
(feiEsecanismos de señales que normalmente controlan el crecimiento y la 
■pasKiarión celular en el organismo intacto, 

, Lis propiedades especia liza das de algunos tipos de células altamente di- 
p»oadas han hecho de ellas importantes modelos para el estudio de as- 
pac ^ determinados de la biología celular. Las células musculares, por 
j err -.o. están altamente especializadas para realizar la contracción, produ- 
ñn fuerza y movimiento. Debido a esta especializa clon, las células mus- 
ahr-'- son un modelo crucial para el estudio del movimiento celular a ní- 
M^feDfccular. Otro ejemplo lo proporciona las células nerviosas (neuronas), 



Figura 1.17 Arabidopsis thaliana. 

(Jeremy Burgess/ Photo Researchers, 
Inc.) 
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que están especializadas en la conducción de señales electro-i 
químicas a larga distancia. En humanos, los axones de las cé-J 
lulas nerviosas pueden tener más de un metro de largo, y a¿-J 
gunos invertebrados, como el calamar, tienen neurona 
gigantes con axones de hasta 1 mm de diámetro. Debido a sal 
estructura y función tan especializadas, estas neuronas gJ 
gantes han sido importantes modelos en el estudio del transrl 
porte de iones a través de la membrana, y del papel del citcJ 
esqueleto en el transporte de orgánulos citoplasma ticos. 

La rana Xenopus laevis es un modelo importante para km 
estudios del desarrollo temprano de los vertebrados. Lod 
huevos de Xenopus son normalmente grandes células, con id 
diámetro aproximado de 1 mm (Fig. LIS)- Debido a que estad 
huevos se desarrollan fuera de ia madre, todas las etapas ddl 
desarrollo desde el huevo hasta el renacuajo se pueden estuJ 
diar con facilidad en el laboratorio. Además, los huevos da 
Xenopus se pueden obtener en grandes cantidades, facilitas-] 
do el análisis bioquímico. Gracias a estos avances técnicos, m 
ha utilizado Xenopus ampliamente en estudios sobre el desaJ 
rrollo biológico y ha proporcionado importantes descubaJ 
mientes en los mecanismos que controlan el desarrollo, diferenciación y d J 
visión celular del embrión. 

El pe 2 cebra (Fig. L19) posee numerosas ventajas para los estudios genéj 
ticos del desarrollo de los vertebrados. Este pequeño pez es fácil de mantel 
ner en el laboratorio y se reproduce con rapidez. Además, los embriones m 
desarrollan fuera de la madre y son transparentes, por lo que las primeras 
etapas del desarrollo pueden ser observadas con claridad. Se han desamw 
Hado métodos poderosos para facilitar el aislamiento de las mutaciones qua 
afectan al desarrollo del pez cebra, consiguiendo la identificación de variad 
cientos de estas mutaciones. Va que el pez cebra es un vertebrado de faca 
estudio, promete ser el puente entre los humanos y los sistemas más sind 
pies de invertebrados, como C. ekgans y Drosophila, 

Entre los mamíferos, el ratón es el más manejable para los análisis gene 
ticos, lo cual se facilitará con la reciente finalización de la secuenriadón ád 



1 mm 


Figura 1.18 Huevos de la Fana Xenopus hevis. 

(Cortesía de Michael Danilchik y Kimberly Ray.) 



genoma del ratón. Aunque las dificultades técnicas de estudio de la genétá 
ca del ratón (comparada, p. ej., a la genética de las levaduras o Drosophm 
son inmensas, se han identificado varias mutaciones que afectan al desarrj 
lio del ratón. Más importantes aún son los recientes avances en la biologíj 
molecular que han permitido la producción de ratones obtenidos median* 
ingeniería genética, en los que se han introducido genes motantes espedáj 
eos en la línea germinal del ratón, por lo que sus efectos en el desarrollo a 
otros aspectos de la función celular pueden ser estudiados en el contex» 



Figura 1 .19 Peí cebra. (A) Embrión de 24 horas. (B) Pez adulto. (A, cortesía de 
Charles Kimmel, Uníversity oí Oregon; © Max Gibbs/OSF/PhotoÜbrarycom.) 
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Figura 1 .20 El ratón como modelo 
del desarrollo humano. Níiño y ratón 
muestran defectos similares en la 
pigmentación (piebaldismo) coma 
resultado de mutaciones en un gen 
necesario para la migración normal de 
los melanocitos (células responsables 
de la pigmentación de la piel) durante 
el desarrollo embrionario. (Cortesía de 
R. A. Fleíschman, Markey Cáncer 
Centen University of Kentucky, ) 


nal completo. La manejabilidad del ratón como modelo del desarro- 
ano se corresponde con el hecho de que las mutaciones en genes ho- 
m dan lugar a defectos del desarrollo similares en ambas especies; el 
ismo es un ejemplo claro (Fig, 1.20)* 




rumentos de la biología celular 

todas las ciencias experimentales, la investigación en biología ce- 
depende de los métodos de laboratorio que se puedan utilizar para es- 
rb estructura y función celulares. Muchos avances importantes sobre 
■Criamiento de las células han conducido directamente al desarrollo 
fcr- os métodos de investigación* La apreciación de los instrumentos ex- 
■niales disponibles para el biólogo celular resulta por tanto crítica 
■tender el estado actual y futuro de las direcciones de este área de la 
» que se mueve con tanta rapidez. Algunos de los métodos generales 
»£ 2 r.:e> de la biología celular están descritos en secciones siguientes, 
«anees experimentales, que incluyen los métodos de la bioquímica y 
agía molecular, se discutirán en capítulos posteriores. 

: ¿copia óptica 

2 que la mayoría de las células son demasiado pequeñas para ser 
idas a simple vista, el estudio de las células ha dependido primor- 
te del uso del microscopio. Es más, el descubrimiento real de las cé- 
■gió del desarrollo del microscopio: Robert Hooke fue el primero 
el término de «célula» siguiendo sus observaciones de una pieza 
con un simple microscopio óptico en 1665 (Fig. 1.21). Utilizando 
opio que ampliaba los objetos hasta 300 veces su tamaño real, 
\ an Leeuwenhoek, en 1670 y años posteriores, fue capaz de obser- 
ves tipos de células, incluyendo esperma, glóbulos rojos y bacte- 
propuesta de la teoría celular planteada por Matthias Schleiden y 
Schvvann en 1838 debe tomarse como el nacimiento de la biología 
contemporánea. Los estudios microscópicos de tejido vegetal por 
y los de tejido animal por Schvvann condujeron a la misma con- 
Todos los organismos están compuestos por células. Más tarde, se 
que las células no se forman de now sino que emergen únicamen- 



Figura 1.21 Estructura celular del 
corcho. Una reproducción de un 
dibujo de Robert Hooke de una lámina 
de corcho examinada con un 
microscopio óptico. Las «células» que 
Hooke observó fueron en realidad las 
paredes celulares que qued¿in cuando 
las células han muerto hace tiempo. 
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te por la división de las células preexistentes. Por tanto, la célula consiguió 
su actual reconocimiento como la unidad fundamental de todos los organis- 
mos vivos debido a las observaciones realizadas con el microscopio óptico 

El microscopio óptico continua siendo un instrumento básico para loa 
biólogos celulares, que con mejoras técnicas permiten la visualizacíón de 
los detalles aumentados de la estructura celular. Los microscopios ópticos) 
contemporáneos son capaces de aumentar los objetos hasta unas mil veces. 
Dado que la mayoría de las células se encuentran entre 1 y 100 Jim de diá- 
metro, pueden ser observadas en el microscopio óptico, como pueden ser 
también algunos de los orgánulos subcelulares, como el núcleo, los cloren 
plastes y las mitocon drías. Sin embargo, el microscopio óptico no es lo sufi- 
cientemente poderoso para observar pequeños detalles de la estructura ce- 
lular, cuya resolución — la capacidad de un microscopio para distinguid 
objetos separados por pequeñas distancias— es mucho más importante que 
el aumento. Las imágenes se pueden aumentar tanto como se desee (p. ej. 
mediante la proyección en una pantalla grande), pero tal aumento no incre- 
menta el nivel de detalle que se puede observar. 

El límite de resolución del microscopio óptico es aproximadamente 
0,2 |im; dos objetos separados por menos de esta distancia aparecen como 
una única imagen, en lugar de distinguirse una de otra. Esta limitación teórica | 
de la microscopía óptica está determinada por dos factores —la longitud de 
onda (A.) de La luz visible y el poder de captación de luz de las lentes del mn ^ 
croseopio (apertura numérica, AN)— de acuerdo con la siguiente ecuación I 

Resolución = 

A N 

La longitud de onda de la luz visible es de 0,4 a 0,7 pm, por lo que el va- 
lor de A. se calcula en 0,5 um para el microscopio óptico. La apertura numé- 
rica puede preverse como el tamaño del cono de luz que entra en la lente 
del microscopio después de pasar a través de la muestra (Fig, 1.22). Esto se 
obtiene de la ecuación 


AN = r\ sin a 


donde q es el índice de refracción del medio a través dei cual la luz viajaJ 
entre la muestra y la lente. El valor de r\ para el aire es de 1,0, pero puede 
aumentar hasta un máximo aproximado de 1,4 utilizando una lente inmer- 
sa en aceite para ver la muestra a través de una gota de aceite. El ángulo ai 


Figura 1.22 Apertura numérica. La 

luz se enfoca en la muestra mediante la 
lente condensadora v se recoge en la 
lente del objetivo del microscopio. La 
apertura numérica está determinada 
por el ángulo del cono de la luz que 
entra en el objetivo de la lente (Oí) y por 
el índice de refracción del medio 
(normalmente agua o aceite) entre ía 
lente y la muestra. 
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«T^ponde a la mitad de la anchura del cono de luz re- 
do por la lente. El valor máximo de ex es de 90°, en el 
sse el ^en ex = 1, por lo que el valor más alto de la aper- 
^2 numérica es de 1,4. 

D límite teórico de resolución del microscopio óptico 
m puede por tanto calcular de la siguiente forma: 


Resolución = - ■ 0,22 Jim 


Los microscopios capaces de llegar a este nivel de re- 
ase L c.on se consiguieron fabricar a finales del siglo XLX; 

pueden esperar en estos aspectos nuevas mejoras 
Mt iz microscopía óptica. 

i atmariamente se utilizan diferentes tipos de micros- 
mc a Optica para estudiar varios aspectos de la estructu- 
pkteiuíar. El más simple es el microscopio de campo lu- 
o, en el que la luz pasa directamente a través de la 
v en el que la habilidad para distinguir las di fe- 
partes de la célula depende del contraste que se 
sene de la absorción de la luz visible por los compo- 
rtes celulares. En muchos casos, las células se tiñen 
untes que reaccionan con proteínas y ácidos nucleicos para resaltar el 
traste entre las diferentes partes de la célula. Antes de teñir. Jas muestras 
normalmente tratadas con fijadores (como el alcohol, ácido acético o 
ddehído) para estabilizar y conservar sus estructuras. El examen de 
ct tejidos fijados y teñidos mediante el microscopio de campo luminoso es 
■practica estándar para analizar las muestras de tejidos en los laboratorios 
Hteriógicos (Fig. 1,23). Tales procedimientos de tinción matan, no obstante, 
células y por tanto no resultan apropiados para muchos experimentos 
Atecrr de se desea una observación de células vivas. 

5m la tinción, el paso directo de la luz no proporciona el contraste sufi- 
- para distinguir muchas de las partes de la célula, limitando la utüi- 
: dé microscopio de campo luminoso. No obstante, las variaciones ópti- 
dei microscopio óptico se pueden utilizar para potenciar el contraste 
r- las ondas de luz que pasan a través de regiones de la célula con di te- 
ses densidades. Los dos métodos más comunes para la visualización de 
vivas son la microscopía de contraste de fases y Ja microscopía de 
e rene i a -con tras te diferencial (Fíg. 1.24). Los dos tipos de microscopía 
\ sistemas ópticos que convierten las variaciones de densidad o gro- 
' rr.ze las diferentes partes de la célula en diferencias de contraste que se 
i apreciar en la imagen final. En la microscopía de campo luminoso, 
estructuras transparentes (como el núcleo) presentan poco contraste 
1 absorben pobremente la luz. Sin embargo, la luz disminuye cuando 
atesa a través de estas estructuras, por lo que su fase se altera en compara- 
r* b 2 la luz que ha pasado a través del citoplasma que las rodea. Las mí- 
ovscopias de contraste de fases y de interferencia -con traste diferencial con- 
Tsere n estas diferencias de fase en diferencias de contraste, mejorando de 
cae modo las imágenes de las células vivas sin teñir. 

El poder del microscopio óptico se ha extendido mediante el uso de cá- 
tesaris de vídeo y ordenadores para el análisis y procesamiento de imáge- 
te=- Tales sistemas de procesamiento de imágenes pueden potenciar sus- 


1 .24 Observación microscópica de células vivas. Microfotografías de 
- bucales humanas obtenidas con (A) campo luminoso, (B) contraste de fases 
v C microscopía de interferencia -contraste diferencial. (Cortesía de Mort 
JÉnmowitz, Olympus America, Inc.) 


Figura 1 ,23 Nlícrografía de campo luminoso de tejido 
teñido. Sección de un tumor renal benigno. (G. W. Willis/ 
Visuals L'nlimited .) 
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Figura 1 .25 Microscopía de 
i n te rí e re n ci a - contraste d if eren £ ial 
potenciada con vídeo. El 

procesamiento de una imagen 
electrónica permite la vigila libación de 
microtúbulos individuales, (Cortesía 
de [i. D, Salmón, Lfniversity oí North 
Carolina, Chape! Hill.) 


tancial mente eí contraste de las imágenes obtenidas con el microscopio ós* 
tico, permitiendo la visuaiizadón de objetos pequeños que de otra forma - I 
hubieran podido ser detectados. Por ejemplo, la microscopía de interfereiJ 
cía -contraste diferencial-vídeo potenciada ha permitido la vísualizadáB 
del movimiento de los orgá nulos a lo largo de los microtúbulos, que son í lLm 
mentos de proteínas ritoesquelétícas con un diámetro de tan solo 0,025 . n I 
(Fig, 1 .25). Sin embargo, esta potenciación no consigue llegar al límite tc\ « 
co de resolución dei microscopio óptico, aproximadamente 0,2 um, Por ijaM 
to, aunque la potenciación por vídeo permite la visuaiizadón de los mioflM 
tribuios, aparecen como imágenes turbias a menos de 0,2 um de diámetro* 
un micro tú bu lo individual no puede ser distinguido de un haz de estrueta* 
ras adyacentes. 

La microscopía óptica se ha llevado al nivel del análisis molecular r*| 
diante métodos que marcan moléculas específicas y que pueden ser vísua* 
zadas dentro de las células. Genes específicos o transcritos de ARN se pu* 
den detectar mediante hibridación con sondas de ácidos nucleicos J 
secuencia complementaria, y las proteínas pueden detectarse usando anr- 
cuerpos apropiados (véase Cap* 4), Tanto las sondas de ácidos nuciere J 
como los anticuerpos se pueden señalar con variedad de marcadores 
permitan su visuaiizadón en el microscopio óptico, permitiendo deten* 
nar la localización de moléculas específicas en células individuales. 

La microscopía de fluorescencia se utiliza extensamente y es un métodJ 
muy sensible para el estudio de la distribución intracelular de las molécuj 
(Fig. L26). Se utiliza una tinción fluorescente para marcar las moléculas o J 
interesan tanto en células fijadas o vivas. La tindón fluorescente es una mJ 
lécula que absorbe la luz a una longitud de onda y emite luz a una segtmdl 
longitud de onda. Esta fluorescencia se detecta mediante la iluminación du 
la muestra con una luz de una longitud de onda que excita al tinte flúores! 
cente, usándose más tarde filtros apropiados para detectar la longitud jm 



Figura 1 .26 Microscopía de fluorescencia, (A) La luz pasa a través de un filtro 1 

de excitación para seleccionar La luz de la longitud de onda (p. ej, f azul) que excita 1 
el tinte fluorescente. Después un espejo di croico desvía la luz excitada hada la 
muestra. La luz fluorescente emitida por la muestra (p, ej,, verde) pasa a través de I 
un espejo tricroico y un segundo filtro (el filtro barrera) para seleccionar la tuz de I 
longitud de onda emitida por el tinte, (B) \4icrografía fluorescente de un pulmón I 
de tritón en el que el ADN está teñido de azul y los microtúbulos en el citoplasma I 
de verde. (Conly S. Rieder/Biologícal Photo Service,) 
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•oda específica que emite el tinte. La microscopía fluorescente se puede uti- 
i zar para estudiar una gran variedad de moléculas dentro de las células, 
Üm de las aplicaciones más frecuentes es la señalización de anticuerpos 
czt untes fluorescentes dirigidos contra una pro teína específica, de manera 
>e pueda determinar la distribución intracelular de la proteína. 

Lr avance reciente importante en la microscopía de fluorescencia ha 
pip el empleo de la proteína verde fluorescente {GFP: green fluorescent 
pm fcrtn ' de las medusas para visualizar proteínas en el interior de células 
: m - La GFP puede fusionarse con cualquier proteína de interés mediante 
■todos estándar de ADN" recombinante, y la proteína marcada con GFP 
ptede a continuación introducirse en células y detectarse por microscopía 
4* fluorescencia, sin necesidad de fijación y tinción de las células tal y como 
fcnecesitaría para la detección de proteínas mediante el uso de anticuerpos, 
fciciss a su versatilidad, el uso de GFP está muy extendido en biología ce- 
*b2f y se ha empleado para estudiar la localización de una amplia gama de 
pwi us en d interior de células vivas (Fig. 1.27), Muchas proteínas fluo- 
^poentes relacionadas con emisiones azules, amarillas o rojas también se 
■iDKFitran disponibles, expandiendo aun más la utilidad de esta técnica, 
Sr han desarrollado una variedad de métodos para seguir el movimiento 
i j- interacciones de proteínas marcadas con GFP en eí interior de células 
L n método ampliamente utilizado para estudiar los movimientos de 
■paternas marcadas con GFP es la recuperación de fluorescencia tras 
te rotoblanqueado (FRAP: fluorescente recovtry after photohleaching) 
1 28}, En esta técnica, una región de interés en una célula que expresa 
ra r ■ eterna marcada con GFP es blanqueada mediante la exposición a una 
«de alta intensidad. La fluorescencia se recupera a lo largo del tiempo de- 
fe ai movimiento de moléculas marcadas con GFP no blanqueadas hacia 
k tegión blanqueada, permitiendo determinar la tasa a la que ta proteína se 
mnv en el interior de k célula. 

interacciones de dos proteínas entre sí en el interior de una célula 
(áster analizarse mediante una técnica denominada transferencia de 
Kf&u de resonancia fluorescente ÍFRET: fluorescettce resonntice energy 


5 \im 


■ Los nanocrístales 
semiconductores (denominados 
pontos cuánticos) se emplean cada 
vez más en lugar de ios 
marcadores fluorescentes en 
muchas aplicaciones dentro de la 
microscopía de fluorescencia. Los 
puntos cuánticos fluorecen con 
mayor intensidad y son más 
estables que los marcadores 
fluorescentes tradicionales. 


■ La GFP se deriva de la medusa 
del Pacífico Aequoria victoria , Las 
proteínas que fluorecen en 
diferentes colores han sido 
aisladas a partir de otros 
organismos marinos. 


Figura 1 .27 Microscopía de 
fluorescencia de una proteína 
marcada con GFP. Una proteína 
asociada a micro túbulos fusionada con 
GFP fue introducida en neuronas 
marinas en cultivo y visualizada 
mediante microscopía de 
fluorescencia. Los núcleos se tiñeron 
de azul. (De A. Cariboní, 2004. Ntihirc 
Ceií BioL 6:929.) 
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Foíobíanqueado 


Recuperación de 
la fluorescencia 
en ei tiempo 


Figura \ .28 Recuperación de la fluorescencia tras foto blanquea do (FRAP), L 

región de una célula que expresa una proteína marcada con GFP es blanqueada 
mediante láser. La recuperación de la fluorescencia a lo largo del tiempo a medida 1 
que moléculas marcadas con GFP no blanqueado difunden hada la región 
blanqueada. La tasa de recuperación de la fluorescencia proporciona, por tanto, 
una medida de la tasa de movimiento de proteína en el interior celular. 


transfer) (Fig, 1.29), En los experimentos FRET, las dos proteínas de interna 
se unen a diferentes marcadores fluorescentes, como dos variantes de m 
GFP. Las variantes de GFP son seleccionadas para absorber y emitir luz dq 
diferentes longitudes de onda, de forma que la luz emitida por una de In- 
variantes GFP excita a la segunda. La interacción entre dos protemas puecss 
entonces detectarse, mediante la iluminación de la célula con una luz ál 
longitud de onda que excita la primera variante de GFP y analizar la loriga 
tud de onda de la luz emitida. Si las proteínas unidas a estas variantes M 
GFP interaccionan en el interior de Ja célula, Jas moléculas fluorescentes - 
encontrarán cerca y la luz emitida por la primera variante GFP excitará a * 
segunda variante, dando como resultado la emisión de una luz de longihai 
de onda característica de la segunda variante GFP 

Las imágenes obtenidas por microscopía de fluorescencia convención* 
son borrosas como consecuencia de la fluorescencia no enfocada. Estas i mil 
genes pueden ser mejoradas mediante un tratamiento informático denota* 
nado desconvolución de imágenes, en el que un ordenador analiza las irrál 
genes obtenidas de diferentes profundidades de foco y genera una imagi* 
más nítida como cabría esperar a partir de un único punto focal. Alternad 
vamente, la microscopía con focal permite la obtención de imágenes oa 
contraste y detalle incrementados, mediante el análisis de la fluorescenca 
de un solo punto de la muestra. Un pequeño punto de luz, norma lmen* 


Sin interacción 




Figura í ,29 Transferencia de energía de resonancia fluorescente (FRET). 

Se fusionan dos proteínas a dos variantes diferentes de la GFP (GFPl y GFP2) coal 
distintas longitudes de onda para la excitación y la emisión, seleccionadas de tal 1 
forma que la luz emitida por GFPl excita a GFP2, A continuación, las células son I 
iluminadas con una luz de longitud de onda tal que excita a GFPl. Si las proteínas m 
ínteraedanan, la luz emitida por GFPl será detectada. Sin embargo, si Jas proteín* 
si mteraedonan, GFPl excitará a GFP2, y la luz emitida por GFF2 será detectada. I 
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' fura 1 -30 Microscopía confocal. Un punto de luz es enfocado en la muestra a 
|l «ra distancia determinada, y la luz fluorescente emitida se recoge en un detector, 
Artes de alcanzar el detector la luz fluorescente emitida por la muestra debe pasar 
«través de una apertura confocal situada en el punto en que la luz emitida desde Ja 
Acanria elegida de la muestra se enfoca. Como resultado, solamente se detecta la 
fe? enfocada emitida desde la distancia elegida de la muestra* 


producido por un láser, se enfoca en la muestra a una profundidad determi- 
nada. La luz fluorescente emitida se recoge utilizando un detector, como 
videocámara. Antes de que la iuz emitida alcance el detector, ésta debe 
travesar el agujero de una aguja (llamado apertura focal) situada precisa- 
«ente en el punto donde la luz emitida desde La profundidad elegida de la 
m^íra es enfocada (Fig* 1 30). Por tanto, solamente la luz emitida desde el 
mmo de enfoque es capaz de alcanzar el detector. EJ barrido a lo largo déla 
muestra genera una imagen del plano de enfoque en dos dimensiones, una 
acogen mucho más detallada que La obtenida con la microscopía flúores- 
ttrte habitual (Fig* 1.31 J* Además, es posible fundir una serie de imágenes 
Atenidas a distintas profundidades para reconstruir una imagen tridimen- 
fifenal de la muestra. 

La microscopía de excitación mui tifo tónica es una alternativa a la mi- 
croscopía tridimensional que también puede aplicarse a las células vivas* 
la muestra se ilumina con una luz de una longitud de onda tal que la exci- 
fcoon del tinte fluorescente requiera la absorción simultánea de dos o más 
Áones (Fig 1 32)* La probabilidad de que los dos fotones exciten simultá- 
neamente al tinte fluorescente solamente es importante en el punto de la 
9 _T-tr.i en el que el láser está enfocado, de tal manera que ía fluorescencia 
flttt se emite desde el plano de enfoque de la luz* Esta potente excitación 
proporciona automáticamente una solución tridimensional, sin necesidad 
ér c jc la luz emitida atraviese la apertura de una aguja, como en la micros- 
ODpsa confocal. Además, la localización de la excitación reduce el daño de la 
T~-estra, permitiendo imágenes tridimensionales de células vivas* 
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v» croscopia electrónica 

Debido a la limitada resolución del microscopio óptico, 
«i «válisis de los detalles de la estructura celular ha nece- 
pfedo una técnica de microscopía mucho más poderosa, 
Limda microscopía electrónica, que fue desarrollada en 
te años 1930 y aplicada por primera vez a muestras bio- 
io^jcas ?or Albert Gande, Keith Porter y George Pala de 
tr .:■> años 1940 y 1950. El microscopio electrónico pue- 
nte alcanzar una resolución mucho mayor que la obteni- 
da : r el microscopio óptico puesto que la longitud de 
«rvca ie los electrones es menor que la de la luz. La Ion- 
gflfcnd de onda de los electrones en un microscopio elec- 
feérico puede ser de hasta 0,004 nm — alrededor de 
WÚMO eces más corta que la longitud de onda de la luz 
fcstble — . Teóricamente, esta longitud de onda puede al- 
una resolución de 0,002 nm, pero tal resolución 
>: ra podido obtenerse en la práctica, puesto que no 
floto está determinada por la longitud de onda sino tam- 
feén por la apertura numérica de la lente del microsco- 
fte La apertura numérica es un factor limitante para la 
macroscopia electrónica puesto que las propiedades 
«b ^rentes de las lentes electromagnéticas limitan sus 
lagulos de apertura alrededor de 0,5 grados, corres- 
pe n dientes a aberturas munéricas de solo 0,01 * Por tanto, 



Figura 1.31 Mkrografía confocal de células humanas. 

Microtúbuios y filamentos de actina aparecen teñidos con 
colorantes fluorescentes rojo y verde, respectivamente. 

(K. G. Murü/Visuals Urdimited.) 




Introducción 


28 


Sección i • 



5jjm 


Figura 1 .33 Tinción positiva. Mitro 
grafía de transmisión de electrones de 
un glóbulo blanco teñido positiva- 
mente. (Don W. Fawcet/Vkuals 
Unlimíted.) 
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Figura 1.32 Microscopía por excitación de dos fotones. Se requiere la absorción 
simultánea de dos fotones para excitar et tinte fluorescente. Esto sólo sucede en el 
punto de la muestra donde se enfoca la luz, de tal forma que la luz fluorescente sók 
se emite desde Ja distancia elegida de la muestra. 


bajo condiciones óptimas, el poder de resolución del microscopio electrón*® 
co es aproximadamente de 0,2 mu Además, ia resolución que se puede ob-B 
tener con muestras biológicas está limitada por la falta de contraste inherer-H 
te. En consecuencia, en muestras biológicas el límite práctico de resol uciorM 
para el microscopio electrónico es desde 1 a 2 nm, Aunque esta resolución® 
es mucho menor que la predícha por la longitud de onda de los electrones I 
representa una mejora de más de cien veces del poder de resolución de i m> fl 
croscopio óptico. 

En el estudio de las células se utilizan dos tipos de microscopía electrón!-® 
ca — transmisión y barrido — . En principio, la microscopía electrónica de I 
transmisión es similar a la observación de células tenidas con sales de me- fl 
tales pesados, que proporcionan contraste mediante los electrones disper* H 
sos. Un haz de electrones pasa a través de la muestra y se enfoca para íor- fl 
mar una imagen en una pantalla fluorescente. Los electrones que chocan fl 
con un ion de metal pesado cuando pasan por las muestra se reflejan y w I 
contribuyen a la imagen final, de tal forma que las zonas teñidas de la® 
muestra aparecen oscuras. 

Las muestras que se van a analizar por microscopía de transmisión di B 
electrones se pueden preparar con tintes positivos o negativos. En la tinción fl 
positiva, las muestras de tejido se cortan en secciones finas y se tiñen con sa-B 
les de metales pesados (como el tetróxido de osmio, acetato de uranílo y ci-B 
trato de plomo) que reaccionan con lípidos, proteínas y ácidos nucleicos.® 
Estos iones de metales pesados se unen a gran variedad de estructuras celmfl 
lares, que aparecen oscuras en la imagen final (Fig, L33). Los procedimíen-B 
tos de tinción positiva también se pueden utilizar para identificar macrc^H 
moléculas específicas dentro de las células* Por ejemplo, los anticuerpos fl 
marcados con metales pesados densos en electrones (como partículas defl 
oro) se utilizan con frecuencia para determinar la localización subcelular defl 
proteínas específicas con el microscopio electrónico. Este método es similar I 
al uso de anticuerpos marcados con tintes fluorescentes en la microscopio I 
fluorescente. Las vistas tridimensionales de estructuras con resoluciones de I 
2-10 nm también pueden obtenerse empleando la técnica de fomogratiafl 
electrónica, que genera imágenes tridimensionales mediante análisis iníor-H 
mátíco de múltiples imágenes bidimensionales obtenidas a partir de una fl 
gama de vistas desde distintas direcciones. 

La tinción negativa resulta útil para la visuaiización de estructuras bioló* I 
gicas intactas, como las bacterias, los organillos subcelulares aislados, y ma* I 
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Figura 1.34 Tin don negativa. Micro- 
grafía de transmisión de electrones de 
filamentos de actina teñidos negativa- 
mente. (Cortesía de Roger Craig, 
University of Massachusetts Medical 
Cervter.) 


aamolécuias (Fíg. L34). En este método, la muestra biológica se deposita 
m una lámina, permitiendo que una gota de metal pesado rodee su super- 
ior La muestra sin teñir se rodea con una lámina densa en electrones, pro- 
■Rendü una imagen en la que la muestra aparece clara en contra de un 

fenio oscuro. 

E sombreado de metal es otra técnica que se utiliza para visualizar la 
•perñcie de estructuras subcelulares aisladas o macmm oléculas en el mi- 
ODecopiu de transmisión de electrones (Hg. 1.35). La muestra se cubre con 
rr fina capa de metal evaporado, como el platino. Se pulveriza el metal en 
fe «mes Era desde un determinado ángulo, de tal manera que las superficies 
ámla muestra que se encuentran de frente ai pulverizador de moléculas de 
met- evaporadas se cubren más que las otras. Esta diferencia de envoltura 
m un efecto de sombra, dando a la muestra una apariencia tridimensional 
mm tes micrografías electrónicas. 

Li preparación de las muestras mediante la separación por congelación 
jfeainfi ictura, en combinación con el sombrado de metal, ha resultado par- 
fe» ármente importante en los estudios de ia estructura de la membrana. 
Les ir? uestras se congelan en nitrógeno líquido (a -196 a C) y se separan con 
fe! üo de un bisturí. El proceso con frecuencia separa la bicapa lipídica, naos- 
Wmz- las caras interiores de la membrana celular (Fig. 1.36). La muestra se 
i^Bbrea más tarde con platino, y el ma terial biológico se disuelve en ácido, 
r- ». . . endose una réplica de metal de la superficie de la muestra. El exa- 
tales réplicas en el microscopio electrónico revela muchas alterado- 
ae» de la superficie, que corresponden a las proteínas que ocupan la bicapa 
fcéisca. Una variación de la separación por congelación llamada grabado 



Figura 1.35 Sombreado de metal. 

Micrografía electrónica de filamentos 
de actina/ miosina del dtoesqueleto 
preparada mediante sombreado de 
metal. (Don W. Fawcett, J. 

Heuser/ Photo Resea rchers, Inc.) 
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Figura 1 ,36 Separación por 
congelación. ( A) La separación por 
congelación divide i a bicapa lipidies, | 
dejando las proteínas embebidas en la 
membrana asociadas a una de las dos 
partes de la membrana. (B) Micrografia 
de las membranas plasmáticas de dos 
células adyacentes separadas por 
congelación. Las proteínas que cubren Ifl 
bicapa aparecen como partículas 
íntermembranosas (flecha). (Don W, 
Fawcett/ Photo Researchers, Inc.) 


Animación vueb 

Fraccionamiento celular 

Una vbi rotas las células por sonicación, 
sus constituyentes subcelulares son 
fraccionados mediante diferentes tipos 
de centrifugación. 




i i 

5 jim 


Figura 1 .37 Microscopía electro nica 
de barrido. Micrografia electrónica de 
barrido de un macrófago. (David 
Phillips /Visuals Unlimited) 


por congelación permite la observación de las superficies externas de las I 
membranas celulares además de sus caras internas. 

El segundo tipo de microscopía electrónica, la microscopía electrónica! 
de barrido, se utiliza para obtener una imagen tridimensional de las célulaJ 
(Fig, 1 37), En la microscopía electrónica de barrido el haz de electrones n$l 
pasa a través de la muestra. En su lugar, la superficie de la célula se recubra! 
de un metal pesado, y se utiliza un haz de electrones que barre toda tai 
muestra. Los electrones aislados o emitidos por la superficie de La muestra! 
se recogen para generar una imagen tridimensional a la vez que el haz del 
electrones se mueve a lo largo de la célula. Debido a que la resolución de tal 
microscopía electrónica de barrido solo es de unos 10 nm, su uso está res-J 
tringido al estudio de células completas en lugar de suborgánulos celulares I 
o macromoléculas. 

Separación subcelular 

Aunque el microscopio electrónico ha permitido una observación detallada! 
de la estructura celular, la microscopía en exclusiva no resulta suficientel 
para definir las funciones de los numerosos componentes de las célulasl I 
eucariotas. Para contestar muchas de las preguntas que atañen a la función 1 
de los orgámilos celulares, ha sido necesario aislar a los orgánulos de las cé - 1 
lulas eucariotas de forma que puedan utilizarse para estudios bioquímicos I 
Normalmente, esto se realiza mediante la centrifugación diferencial — un I 
método desarrollado por Albert Glande, Christian de Duve y sus colabora* I 
dores en los años 1940 y 1950 para separar los componentes de las células 
de acuerda con sus tamaños y densidades. 

El primer paso en la separación subcelular es la rotura de la membrana 
plasmática bajo condiciones que no destruyan los componentes internos de 
la célula. Se utilizan diferentes métodos, que incluyen la sonicación (exposi- I 
don a sonidos de alta frecuencia), reduedón en un homogeneizador mecá- 
nico, o el tratamiento con una batidora de alta velocidad. Todos estos proce- 
dimientos rompen la membrana plasmática y el retículo endoplasmático en 
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1 .38 División subcelular. Las 

=» s* 1 disgregan (Usan) y los 
jjpponentes su b célula res se separan 
nte una serie de centrifugaciones 
an aumentando de velocidad, 
i de cada centrifugación, los 
> que han sedimentado en e] 
je] tubo se recogen en forma de 
Mtado sólido. El sobrenadante 
i restante) se centrifuga a una 
: velocidad para sedimentar el 

ríe organillo más grande. 

ños fragmentos mientras que 
a otros componentes de la célula 
el núcleo, lisosamas, peroxi&o- 
mitocondria y doroplastos) in- 

L : suspensión de las cél liÍéus rotas 
Ornado Usado u homogeneizado) se 
Éaccjona en sus componentes me- 
£actíe una serie de centrifugaciones 
tr una ultra centrifuga que procesa 
-as - ^estras a una alta velocidad (más 



jfelGÍ 000 rpm) para producir fuerzas 
Rededor de 500.000 veces mayores 
iLst a gravedad* Esta fuerza determi- 
na los componentes celulares se 
Aven al fondo del tubo de centrifuga* 
raar que formen un precipitado 
“ ceso llamado sedimentación) en 
w grado que depende del tamaño y 
a i." -idad, sedimentándose las es- 


federaras más grandes y pesadas con 
^.v r rapidez (Fig. 1.38). Normal- 
im-ze el homogeneizado celular se 
tertrifuga la primera vez a velocidad 
fcaia q ue sed \ m en ta sol a m en te I as ce- 
kfc; - .rae no se han roto y las grandes 
■Ancfuras celulares — los núcleos — , 
ftsr tanto, se puede obtener una frac- 
«■ó' ^:ca en núcleos del precipitado 
se forma en la centrifugación a ve- 
ce ¿ad lenta mientras que otros com- 
pacientes celulares continúan suspen- 
¿u os en el sobrenadante (el resto de 
■moi L ición). El sobrenadante se centri- 
i-o: después a velocidad rápida para 
jbc mentar mitocondrias, cloroplas- 
» i -osomas y peroxisomas. La re- 
ar -nugación del sobrenadante a 
velocidad sedimenta fragmentos 
x : membrana plasmática y del ré- 
tenlo endoplasmático. Una cuarta 
«etri tugarión a gran velocidad sedi- 
-aer-?. ribusomas, dejando exclusiva- 
mente la porción soluble del dtoplas- 
mm el e dosel) en el sobrenadante. 




Centrríugado 
800 x gravedad 
<10 min) 


Sedimento 
de mitocondrias. 
I ¡sosomas 
y peroxisomas 


Sobrenadante 
ceñid Tugado 
15-000 x gravedad 
00 min) 


contiene componentes 
subcelu lares como 
lisosomas. peroxisomas 
y fragmenlos de membrana 


O 


Sobrenadante 
centrifugado 
100.000 x gravedad 
{60 min) 


3> 


a 


o 



Sobrenadante 
centrifugado 
200.000 x gravedad 
(3 horas) 


Sedimento de fragmentos 
de la membrana 
plasmática y el retículo 
endeplasmático 


Cilosd 
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Figura T .39 Velocidad de 
centrifugación en un gradiente de 
densidad. La muestra descansa 
encima de un gradiente de sacarosa, y 
partículas de diferentes tamaños 
sedimentan a través del gradiente en 
forma de bandas discretas. Las 
partículas separadas pueden recogerse 
en fracciones individuales del 
gradiente, que pueden obtenerse 
simplemente punzando el fondo del 
tubo de centrifugación y recogiendo 
las gotas. 




Partículas de sedimentación baja 


Partículas de diferentes tamaños 
sedimentan como bandas discretas 


^articulas de sedimentación rápida 


Recoger fracciones 
del gradiente 
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Partículas de 
sedimentación rápida 



Partículas de 
sedimentación lenta 


Las fracciones obtenidas de la centrifugación diferencial corresponden a 
preparaciones de organillos enriquecidas, pero no puras. Se puede obtener 
un mayor nivel de purificación mediante la centrifugación en gradiente de 
densidad, en la que los orgánulos se separan mediante la sedimentación en 
función al gradiente de una sustancia densa, como la sacarosa. En la centri- 
fugación por velocidad, el material primario se estratifica en el gradiente 
de sacarosa (Fig, 1.39). Partículas de diferentes tamaños se sedimentan por 
el gradiente en diferentes escalas, moviéndose como bandas discretas. Des- 
pués de la centrifugación, la colección de fracciones individuales del gra- 
diente proporciona la información necesaria para separar a los orgánulos de 
tamaños similares, como mitocondrias, lisosomas y peroxisomas. 

La centrifugación de equilibrio en gradiente de densidad puede utili- 
zarse para separar componentes subcelulares en fundón de su migración 
en un gradiente de densidad, independientemente de su tamaño y forma. 
En este procedimiento, la muestra se centrifuga en un gradiente que contie- 
ne una alta concentración de sacarosa o cloruro de cesio. En lugar de sepa- 
rarse de acuerdo con su velocidad de sedimentación, las partículas de la 
muestra se centrifugan hasta que han alcanzado una posición de equilibrio 
en la que su densidad es igual a la de la solución de sacarosa o cloruro de 
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•seso. Estas centrifugaciones de equilibrio resultan útiles a la hora de sepa- 
rar diferentes tipos de membranas y son lo suficientemente sensibles para 
*rarar m a crom oléenlas marcadas con diferentes isótopos. Un ejemplo cla- 
xon. discutido en el Capítulo 4, es el análisis de la replicador del ADN me- 
«sante la separación délas moléculas de ADNÍ que contienen isótopos pesa- 
áe- y ligeros de nitrógeno ( lí¥ N y j4 N) mediante la centrifugación de 
«ulibrío en gradientes de cloruro de cesio. 

: ¿cimiento de las células animales en cultivo 

la habilidad para estudiar las células depende en su mayoría de la facilidad 
ma la que pueden crecer y ser manipuladas en el laboratorio. Aunque el 
pócese es técnicamente mucho más difícil que el cultivo de bacterias o le- 
una gran variedad de células animales y vegetales pueden ser cul- 
(radas y manipuladas en cultivo. Los sistemas de cultivo celular ifí miro 
me. permitido a los científicos estudiar el crecimiento y diferenciación celi> 
tm asi como desarrollar manipulaciones genéticas necesarias para entender 
M estructura y fundón de los genes. 

Los cultivos de células ani males se inician mediante la dispersión de una 
par^ de tejido en una suspensión de sus componentes celulares, que se aña- 
ir mis tarde a una placa de cultivo que contiene un medio nutritivo. La 
■ayona de los tipos de células animales, como los fibroblastos y las células 
'pedíales, se adhieren y crecen en la superficie plástica de las placas usadas 
pi el cultivo de células (Fig. 1.40). Se utilizan con frecuencia embriones y 
^ 4 asesores como material de iniciación, debido a que contienen células de ere- 
«rgaemo rápido. Los fibroblastos embrionarios crecen particularmente bien 
ffm cultivo, y en consecuencia son uno de los tipos de células animales más 
atediados. Bajo condiciones apropiadas, sin embargo, algunas células es- 
pii izadas también pueden crecer en cultivo, permitiendo así el estudio 
«s propiedades en un ambiente experimental controlado. Las células 
maá embrionarias constituyen un ejemplo especialmente notable. Estas 
se establecen en cultivo a partir de embriones tempranos y mantie- 
mm su capacidad de diferenciarse en todos los tipos celulares presentes en 
■fciccgamsmos adultos, En consecuencia, las células madre embrionarias 
ln» representado un papel importante en el estudio de las funciones de una 
«■■adad de genes del desarrollo mu riño, además de ofrecer la posibilidad 
át CDCL tribuir al tratamiento de enfermedades humanas, al constituir una 
ÉKT^e de tejido para las terapias de trasplante, 

E medio de cultivo necesario para la propagación de células animales es 
- más complejo que el medio mínimo para sustentar el crecimiento de 

fc bacterias y levaduras. Los primeros estudios de cultivo celular utiliza- 
ki '21 medio que consistía en componentes indefinidos, como plasma, sue- 
si extractos embrionarios. Se avanzó aún más en 1955, cuando Harry Ea- 
.Escribió el primer medio definido que sustentaba el crecimiento de las 
animales. Además de sales y glucosa, el medio utilizado para los 
de células animales contiene varios aminoácidos y vitaminas, que 
■feeáuias no pueden producir por sí mismas. El medio de crecimiento de 
. H células animales en cultivo también incluye suero, que sirve como 
de factores de crecimiento polipeptídicos que son necesarios para es- 
«lj : la división celular. Se han identificado varios factores de crecimien- 
fcAcrúan como reguladores críticos del crecimiento y la diferenciación ce- 
Ur en organismos multicelulares, proporcionando señales mediante las 
diferentes células se comunican unas con otras. Por ejemplo, una fun- 
ox importante de los fibroblastos de la piel en el animal intacto es la proli- 
jgryv - cuando se necesita reparar el daño causado por un corte o una he- 
■¿k división está desencadenada por un factor de crecimiento liberado 
jm ^ plaquetas durante la coagulación, derivando la estimulación de la 


E 
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Figura 1 .40 Células animales en 
cultivo, Micrografía electrónica de 
barrido de fibroblastos humanos 
unidos a la superficie del disco 
de cultivo (se ha añadido color 
artificial). (© CNRI/5PL/ Photo 
Resea rchers, Inc.) 
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Figura 1.41 Cultivo de células 
animales. Las células procedentes de 
un tejido se cultivan en medio nutriti- 
vo en placas Petri. 



Las células se colocan 
en urra placa de cultivo 
con medio nutritivo 


Medio líquido 


Las células en el cultiva primarlo se 
adhieren a la placa y crecen hasta que 
cubren la superficie de la placa de cultivo 


Las células entonces pueden recogerse 
de la placa y colocarse en otra para formar 
an baja densidad un cultivo secundario 



proliferación de los fibroblastos del entorno del tejido dañado. La identifi- 
cación de los factores de crecimiento individuales ha hecho posible el culti- 
vo de una variedad de células en un medio libre de suero (medio en el que 
ei suero ha sido reemplazado por factores de crecimiento específicos nece- 
sarios para la proliferación de las células en cuestión). 

Los cultivos iniciales de células establecidos a partir de un tejido se deno- 
minan cultivos primarios (JFig, 1.41). Las células en un cultivo primario nor- 
malmente crecen hasta cubrir la superficie de la placa de cultivo. Después 
pueden ser retiradas de la placa y reponerse a baja densidad para formar 
cultivos secundarios. Este proceso se puede repetir muchas veces, aunque la 
mayoría de las células normales no pueden crecer en cultivo indefinidamen- 
te. Por ejemplo, los fibroblastos humanos normales admiten desde 50 a 100 
duplicaciones de la población, después de las cuales paran de crecer y mue- 
ren. Por el contrario, las células que se derivan de tumores con frecuencia 
proiiferan indefinidamente en cultivo y reciben el nombre de líneas celula- 
res inmortales. Además, se ha conseguido aislar un importante número de 
líneas celulares inmortalizadas de roedores procedentes de cultivos de fibro- 
blastos normales. En lugar de morir como la mayoría de sus homólogos. 
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EXPERIMENTO CLAVE 


Cultivo celular animal 


Requisitos nutritivos de las células de mamíferos 
en cultivos de tejidos 

Harry Eagie 

Natwihii Instiíutes of Health, Bethe$da r MD 
Science, Volumen 122, 1955, págs. 501-5Ü4 


Contexto 

primeros cultivos celulares se 
asaban en el crecimiento celular a 
partir de fragmentos de tejido que 
estaban embebidos en coágulos de 
plasma, un sistema de cultivo que 
lejos de ser adecuado para el 
diálisis experimental A finales de los 
anos 1940, uno de los mayores 
a anoes fue establecer líneas celulares 
ae crecían a partir de células aisladas 
inendas a la superficie de las placas 
► cultivo. Pero estas células seguían 
eriendo en un medio indefinido que 
«Drsistía en diversas combinaciones 
r suero y extractos embrionarios. 

7 :r ejemplo, una de las líneas 
ftncedgenas humanas más utilizadas 
|kxmada células He La} se estableció 
r primera vez en 1952 mediante su 
Becmiento en un medio que consistía 
■ plasma de pollo, extractos de 
e¿rió]| ovino, y suero del cordón 
cal humano. El uso de tal 
i y el medio de cultivo 
udü hicieron imposible el 
í de las necesidades específicas 
t regimiento de las células animales, 
ny Eagle fue el primero en resolver 
i problema, llevando a cabo un 
hfiÜsis sistemático de los nutrientes 
cesan os para sustentar el crecimiento 
í a? células animales en cultivo, 

en i os 

estudió el crecimiento de dos 
celulares preestablecidas: las 
s He La y una Línea de 
flMubUstos del ratón llamada células L. 
cap ai de hacer crecer a estas 
en un medio compuesto por 
mezcla de sales, carbohidratos, 
os y vitaminas, y un 
ser sementó de proteínas séricas. 
Mediante la variación sistemática de 
componentes del medio, Eagle fue 


capaz de determinar los nutrientes 
específicos necesarios para el 
crecimiento celular. Además de sales 
y glucosa, estos nutrientes incluyen 
13 aminoácidos y diversas vitaminas. 
También resultaron necesarias una 
pequeña cantidad de proteínas séricas. 
El medio básico desarrollado por Eagle 
está descrito en la siguiente tabla, 
reproducida de su ensayo de 1955. 

Impacto 

El medio descrito por Eagle todavía 
resulta el medio básico utilizado hoy 
en día para los cultivos de células 
animales. Su uso ha permitido a los 
Investigadores el crecimiento de una 



basta variedad de células bajo 
condiciones experimentales definidas, 
las cuales han sido criticas para el 
estudio del crecimiento 
y la diferenciación de las células 
animales, incluyendo la identificación 
de los factores de crecimiento 
presentes en el suero — ahora se 
incluyen polipéptidos que controlan 
el comportamiento de las células 
individuales dentro del animal 
intacto. 


Tabla 4. Medio básico para el cultivo de la célula Hela y de los fibroblastos de ratón (JO) 


L -aminoácidos* (mM) 


Vitamina s£ (mM) 


Diversos 


Arginina 

04 

Diotitia 

10* 

Glucosa 

5 m M§ 

Cisterna 

0,05 (U, 02)+ 

Colina 

ir 3 

Penicilina 

0,005%# 

Glutamina 

2,0 (1,0)11 

Árido fótico 

10* 

Estreptomicina 

0,005%# 

Histidlna 

Isoleucma 

0,05 (0,02)+ 
0,2 

Nieotin .amida 10" J 

Ácido panlotánico 1Ü" 3 

Rojo fenol 

0,0005 [ Mt 

Leucina 

0,2 (0,1)+ 

Piridoxal 

ir 3 

Para estudios de nutrición celular 

Lisina 

0,2 (0,1)+ 

Tiamina 

lfT 3 

Diálisis suero 

de caballo,. 1%+ 

Meüorüna 

0,05 

Riboflavina 

10" 4 

Diálisis suero humano, 5% 


Treonina 
Triptófano 
Tiiosina 
Va lina 


0,2 ( 04 )+ 
0,02 ( 0 , 01 )+ 
0,1 

0,2 ( 0 , 1 )+ 


Sales (nAíte 


NaCl 

KC1 

NaHjPO, H z O 
NaHCO, 

CaCl, 

MgCL 


100 

5 

1 

20 

1 

03 


Para cultivos de cantidad 
Suero de caballo completo, 5% t 
Suero humano completo, 10% 


* Es conveniente guardarlo en el refrigerador como uti a solución única que contiene 20 veces la concen- 
tración indicada década aminoácido, 

+ Para el fibroblasto de ratón, 

| Es conveniente guardarlo como una solución única que contenga 100 o I.00Ü veces la concentración 
indicada de cada vitamina; mantener congelado, 

§ Ss conveniente guardarlo en el refrigerador en dos soluciones, una que contenga NaCl, KC1, 
NaHjPCV NaHCO, y glucosa diez veces la concentración indicada para cada una r y la segunda que 
contenga CaCL y MgCL, 20 veces k concentración indicada. 

I! Es conveniente guanta rio como una solución 10Ü m M; congelado cuando no se use. 

# Fs conveniente guardarlo como una solución única que contenga 100 veces la concentración indicada 
de penicilina, estreptomicina v rojo fenol. 
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Figura l .42 Células vegetales en 
cultivo, üna masa mdiferendada de 
células vegetales (un callo) creciendo 
en un medio sólido, (John N. A, 

Lott/ Biológica! Photo Service,} 


algunas células de estos cultivos continúan prolife- 
rando indefinidamente, formando líneas celulares 
como aquellas que se derivan de los tumores. Tales lí- 
neas celulares permanentes han resultado muy útiles 
para muchos tipos de experimentos ya que proporcio- 
nan una fuente continua y uniforme de células que 
pueden ser manipuladas, clonadas y cultivadas inde- 
finidamente en el laboratorio. 

Incluso bajo condiciones óptimas, el tiempo de di- 
visión de la mayoría de las células animales que cre- 
cen activamente es del orden de 20 horas — diez ve- 
ces más largo que el tiempo de división de las 
levaduras—. Por tanto, los experimentos con células 
animales cultivadas son mucho más difíciles y más 
largos que aquellos con bacterias y levaduras. Por ejemplo, el crecimiento 
de una colonia visible de células animales a partir de una sola célula dura 
una semana o más, mientras que las colonias de E, coli o de levaduras se 
desarrollan durante una noche. No obstante, las manipulaciones genéticas 
de las células animales en cultivo resultan indispensables para el entendi- 
miento de la estructura y fundón de la célula. 


Cultivo de células vegetales 

Las células vegetales también pueden ser cultivadas en un medio nutritivo 
que contenga las moléculas apropiadas para la regulación del crecimiento. 
Al contrarío que los factores de crecimiento polipeptídicos que regulan la 
proliferación de la mayoría de las células animales, los reguladores del cre- 
cimiento de las células vegetales son pequeñas moléculas capaces de atra- 
vesar la pared celular vegetal Cuando se suministran mezclas apropiadas 
con estas moléculas reguladoras del crecimiento, muchos tipos de células 
vegetales proliferan en cultivo, produciendo una masa de células no dife- 
renciadas denominadas callo (Fíg. 1.42). 

Es importante tener en cuenta que muchas células vegetales son capaces 
de formar cualquiera de los distintos tipos celulares y tejidos necesarios 
para regenerar una planta completa. En consecuencia, mediante la manipu- 
lación apropiada de nutrientes y de las moléculas reguladoras del creci- 
miento, las células vegetales no diferenciadas en cultiv o pueden ser induci- 
das para formar variedad de tejidos vegetales, incluyendo raíces, tallos y 
hojas. En muchos casos, incluso una planta entera puede regenerarse a par- 
tir de una sola célula en cultivo. Además de su interés teórico, la habilidad 
de producir una nueva planta desde una sola célula manipulada en cultivo 


(A) 


Figura 1 .43 Estructura de un virus 
animal. (A) Partículas del 
papílomavirus que contienen una 
pequeña molécula de ADN circular 
encapsulada en una cubierta de 
proteínas (la cápsida). (B) Mierograíía 
electrónica de partículas del virus del 
papiloma humano. Se han añadido 
colores artificíales. (B, Linda 
Stannard /Science Photo Librar)'/ 
Photo Researchers, inc.) 


(B) 
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Enfermedad 

r * E cáncer incluye un conjunto de 
«ermedades caracterizadas por la 
^proliferación celular incontrolada. 

S ^*ecimiento de las células animales 
•ármales está cuidadosamente 

¡ ■emulado para mantener las 
necesidades del organismo al 
ÉRpleto. Por el contrario, las células 
rigen as crecen de manera 
tecon trola da, invadiendo e 
■Bsfiriendo en la función de tejidos 
Bízcanos normales. EJ cánceres la 
•Egsnda causa más común de muerte 
oesrues de las enfermedades 
yrfifrcas) en Estados Unidos. 
Aproximad amente uno de cada tres 

t jM» i n mos desarrollará canceren 
momento de su vida y, en 
ESf^ra de mejores avances en su 

t ratamiento, cerca de uno de cada 
cuatro americanos morirá de esta 
«r-rm edad, Entender las causas del 
cJblu y ol desarrollo de nuevos 
W&oáos de tratamiento resultan por 
bbéd los principales objetivos de la 
i^esiigadón médica, 

: : s moleculares y celulares 

Actualmente sabemos que el cáncer 
es el resultado de mutaciones en los 
que normalmente controlan 
h proliferación celular. Los 
xwé brimien tos fu nd a m en ta les q u e 
hurí conducido a la identificación de 
est -s genes han surgido de los 
estudios de virus que causan cáncer 
animales, el prototipo de los cuales 
be aislado por Peyton Rous en 1911, 
Bous descubrió que los sarcomas 
i _n cáncer del tejido conectivo) en 
boíles podían transmitirse mediante 
is? \ ims, o RSV (siglas en inglés del 
Virus del Sarcoma de Rous), Debido 
i que RSV es un re tro virus con un 
cinema de tan solo 10,000 pares de 
r ües, éste podía someterse a análisis 
moleculares mucho más fácilmente 
que los complejos genomas de los 


MEDICINA MOLECULAR 


Virus y cáncer 


pollos u otras células animales. Estos 
estudios condujeron a la identificación 
de un gen específico causante del 
cáncer (oncogén) transportado por el 
virus, y al descubrimiento de genes 
relacionados en las células normales 
de todas las especies de vertebrados, 
incluyendo a los humanos. Algunos 
cánceres en los humanos se sabe que 
están causados por virus; otros 
resultan de Las mutaciones en los 
genes de las células normales de 
forma similar al primer oncogén 
identificado en el RSV. 

Prevención y tratamiento 

Los cánceres humanos que están 
causados por virus Incluyen el 
cervical y otros cánceres anogenitales 
(virus del papiloma), cáncer de 
hígado (virus de la hepatitis B y C), 
y algunos tipos de linf ornas (virus 
Epstein-Barr y el virus humano 
linfotrópico de las células T). Juntos, 
estos cánceres inducidos por virus 
representan alrededor del 20% de la 
incidencia de cáncer en el mundo. En 
principio, estos cánceres se podrían 
prevenir con vacunas en contra del 
virus responsable, consiguiéndose un 
progreso considerable en este área el 


desarrollo de una vacuna efectiva 
contra el virus de la hepatitis B y 
papiloma virus humanos. 

Otros cánceres humanos están 
causados por la mutación de genes en 
células normales, muchas de Las cuales 
ocurren durante la vida del individuo 
en lugar de heredarse. Los estudios 
sobre los virus causantes de cánceres 
han proporcionado la identificación 
de muchos genes responsables de los 
cánceres no inducidos por virus, y el 
entendimiento de los mecanismos 
moleculares responsables del 
desarrollo del cáncer. Se están 
haciendo verdaderos esfuerzos para 
utilizar la biología molecular v celular 
del cáncer para desarrollar nuevos 
avances en su tratamiento. De hecho, la 
primera droga de diseño eficaz en el 
tratamiento del cáncer humano (la 
droga del fármaco imatinib oGleevee, 
descrito en el Cap, 18) fue desarrollada 
contra un gen muy similar al oncogén 
RSV. 

Referencia 

Rguls, E 1911, Un sarcoma del ave de 
corral transmisible por un agente 
separable de las células inmorales, /. 

Exp. Med , 13: 397-11 L 



El tumor trasplantado del que fue aislado el virus del sarcoma de Rous, 
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Figura T .44 Placas de bacteriófagos. 

Las placas de T4 son visibles en un 
tapiz de E. coli. Cada placa se fonna 
por la replicadón de una sola partícula 
deí virus. (E. C. $, Chen/Visuals 
Unlimited.) 


■ Los virus animales a menudo 
son utilizados en terapia génica 
como transportador de genes para 
introducirlos en las células. 


hace posible la introducción de alteraciones genéticas en las plantas, abrien- 
do importantes posibilidades para la ingeniería genética agrícola. 

Virus 

Los virus son parásitos in traed uiares incapaces de replicarse por sí mismos. 
Se reproducen mediante la infección de células huésped y la usurpación de 
la maquinaría celular para producir más partículas virales. En sus formas 
más simples, los virus consisten solamente en ácido nucleico genómico 
(ADN o ARN) rodeado de una cubierta proteíniea (Fig. 1.43). Los virus son 
importantes para la biología molecular y celular porque proporcionan siste- 
mas simples que pueden ser utilizados para investigar las funciones de las 
células. Ya que la replicadón de los virus depende del metabolismo de las 
células infectadas, los estudios sobre virus han revelado muchos de los as- 
pectos fundamentales de la biología celular. Estudios sobre los virus bacte- 
rianos contribuyeron sus tanda ímen te a ía comprensión de ios mecanismos 
básicos de la genética molecular, y fueron los experimentos con virus vege- 
tales (con el virus del mosaico dd tabaco) los que demostraron por primera 
vez el potencial genético del ARN. Los virus anímales han proporcionado 
pruebas sensibles para las investigaciones de varias actividades de las célu- 
las euca notas. 

El rápido crecimiento y el pequeño tamaño de las bacterias hacen de ellas 
un elemento excelente para los experimentos en biología molecular, y ios vi- 
rus bacterianos (bacteriófagos) han simplificado el estudio de la genética 
bacteriana. Uno de los bacteriófagos más importantes es T4, que infecta y se 
replica en £, coli. La infección con una sola partícula de T4 conduce a la for- 
mación de una progenie de aproximadamente 200 partículas virales en 20-30 
minutos. La célula infectada inidalmente después estalla (se lisa), liberando 
las partículas virales al medio, donde pueden infectar a nuevas células. En 
un cultivo de bacterias creciendo en un medio con agar, la replicadón de T4 
conduce a la formación de una zona clara de células Usadas (una placa) en 
una plancha o «césped» de bacterias (Fig. 1.44). Si las partículas virales in- 
fecciosas son fáciles de reproducir y de manipular, los mulantes virales — p. 
ej., virus que crecerán en una cepa de E> coli pero no en otra — son fáciles de 
aislar. Por tanto, T4 se manipula con mayor frecuencia que E, coli en estu- 
dios de genética molecular. Además, el genoma de T4 es 23 veces menor 
que el de E. coli — aproximadamente 0,2 millones de pares de bases — lo 
cual facilita el análisis genético. Otros bacteriófagos tienen incluso genoma s 


Tabla 1.3 Ejemplos de virus animales 


Familia de virus 

Miembro 

representativo 

Tamaño del genoma 
(miles de pares de bases) 

Genomás ARN 

Pícorttavirus 

Poli ov mis 

7-8 

Toga virus 

Virus de la rubéola 

12 

Fia viviws 

Virus de la fiebre amarilla 

10 

FararrüxovLrtis 

Virus del sarampión 

16-20 

OrtOíTÚxovirus 

Virus de la gripe 

14 

Retro virus 

Virus de la innumod eficiencia 
humana 

9 

Genoma & ADN 

Hepadna virus 

Virus de La Hepatitis B 

3,2 

Papovavirus 

Papiloma virus humano 

5-3 

Adeno virus 

Adenovinis 

36 

Herpesvirus 

Virus del herpes simple 

120-200 

Püxvirus 

Virus Vacrinia 

130-280 
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más pequeños — el más simple consiste en moléculas de ARM de tan solo 
3.600 nucleótidos— Los virus bacterianos han proporcionado, por tanto, 
anos sistemas de experimentación extremadamente útiles para la genética 
molecular* Los estudios de estos virus son los responsables del descubrí* 
miento de principios fundamentales de la biología molecular 

Debido al aumento de la complejidad del gen orna de las células animales, 
k>s virus han sido aun más importantes en los estudios de las células anima- 
-s que en los estudios de las bacterias. Muchos virus animales se replican y 
estudian mediante la formación de placas en los cultivos celulares, mucho 
más que los bacteriófagos. Además, los gen ornas de los virus animales son 
similares en complejidad a los virus bacterianos (variando aproximadamen- 
te desde 3.000 a 300.000 pares de bases), de tal forma que los virus animales 
sm mucho más manejables que los de sus células huésped. 

Existen diversidad de virus animales, cada uno de ellos presentando 
OX o ARN como material genético (Tabla 1.3), Una familia de virus ¿mi- 
nies — los re tro vi rus — contienen gen ornas de ARN en sus partículas vira- 
^ pero sintetizan una copia de ADN de su genoma en las células infecta- 
lis. Estos virus proporcionan un buen ejemplo de la importancia de los 
mis como modelos, ya que los estudios de los re tro virus fueron tos que de- 
m Araron la síntesis del ADN a partir de los moldes de ARN — una mane- 
m fundamental de transferencia de información genética ahora conocida en 
células procariotas y eueariotas — , Otros ejemplos en los que los virus ani- 
males han proporcionado modelos importantes para la investigación de sus 
células huésped incluyen estudios de la r aplicación del ADN, transcripción, 
procesamiento del ARN y transporte y secreción de proteínas. 

Cabe destacar que la infección por algunos virus anímales, en lugar de 
matar a la célula huésped, convierten a una célula normal en una célula 
■acetosa* Los estudios sobre estos virus causantes de cánceres, descritos 
romera vez por Peyton Rous en 1911, no solo han proporcionado las 
de nuestro actual conocimiento del cáncer a nivel molecular y celular, 
que también han conducido al descubrimiento de muchos mecanismos 
■oiecufares que controlan el crecimiento y la diferenciación de las células 
simales. 


RESUMEN 


: = ¡GEN Y EVOLUCIÓN DE LAS CÉLULAS 

Ld primera célula: Todas las células existentes en la actualidad, procario 
i- eueariotas, descienden de un único antepasado. Se cree que la pri- 
mera célula apareció al menos hace 3,800 billones de años como resulta- 
d del recubrimiento del ARN, capaz de autorreplicarse, en una 
■membrana de fosfolí pidos. 

Evolución del metabolismo : Las primeras reacciones para la creación de 
T-T-iía metabólica fueron en forma de glicólisís anaerobia. Después evo- 
lucionó la fotosíntesis, seguida del metabolismo oxidativo. 

'tcfüíi/es procariotas: Los actuales procaríotas se encuentran divididos 
do© grupos, las arquebacterías y las eubacterias, que divergen al prin- 
:::o de la evolución. 

Células eueariotas : Las células eueariotas, que son más grandes y com- 
7 - :is que las células procaríotas, contienen un núcleo, orgánulos cito- 
r -asmáticos y un dtoesqueleto. 


PALABRAS CLAVE 


célula procariota, célula 
eucaríota, mundo del ARN, 
fosfolipídos, antipáticos, 
hidrofóbico, hidrofílico 


adenosina 5 '-trifosfato (ATÉ), 
glicólisís, fotosíntesis, 
metabolismo oxidativo 

arqueobacterias, euba cterias, 
cianobacterías, Escherfchia cotí 
(£ co/i), pared celular, membrana 
plasmática, ribosoma 

núcleo, mitocondría, cloroplasto, 
liso soma, peroxisoma, vacuola, 
retículo endoplasmátíco, aparato 
de Colgí, citoesqueleto, 
endosimbiosis 
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endosimbíosís 


levadura, Saccharomyces 
cerevisiae , seudopodium, 
célula epitelial, fibroblasto, 
eritrocito, granulocito, mon ocito, 
tu aeró fago, linfocíto, neurona 


Caenorhabditis efegans 


Drosophifa melanogaster 


Arabidopsis thaííana 


Xenopus taevis, peí cebra 


resolución, microscopía de campo 
luminoso, microscopía de 
fase-contraste, microscopía 
i nte rf e re ncia-co n traste dif erenci a I, 
microsco pía ¡nte rf e rencia-co ntraste 
diferencial potenciada con video, 
microscopía fluorescente, protema 
fluorescente verde (CFP), 
recuperación de la fluorescencia 
tras el foto blanquean! lento 
(FRAP), transferencia de energía 
de resonancia fluorescente (FRET) 
microscopía confocal, microscopía 
por excitación de dos fotones 
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El origen de células eucariotas: Se cree que las células eucariotas se han 
desarrollado a pa rtir de asociaciones simbióticas de procariotas. El geno 
ma de eucariotas puede haber surgido a partir de la fusión de genomas 
eubacterianos y arqueobacterianos. 

Desarrollo de tos organismos multicelulares: Los eucariotas más simpks 
son organismos unicelulares, como Jas levaduras y Jas amebas. Los c>rga- ( 
nismos multicelulares evolucionaron por la asociación entre los eucario- , 
tas unicelulares, y la reproducción por división condujo al desarrollo de 
muchas clases de células especializadas que forman las plantas y anima- 
les del presente. 

CÉLULAS COMO MODELOS EXPERIMENTALES 

E. coli: Debido a su simplicidad genética y su fácil estudio, las bacterias 
como E, coli resultan particularmente útiles para la investigación de los < 
aspectos fundamentales de la bioquímica y biología molecular. 

Levaduras: Por ser las células eucariotas más simples, las levaduras sor 1 
un modelo importante para el estudio de diversos aspectos de la biología 
celular eucariota, 

Caenorhabditis elegans: El nema todo C. ckgans es un organismo multi- 
celular simple que sirve como modelo importante para la biología del 
desarrollo. 

Drosophila melanogaster: Debido al análisis genético tan extenso, lose?- 
tudios de la mosca de la fruta D rosoplüla han conducido a avances supe- 
riores en el entendimiento del desarrollo animal. 

Arabidopsis tha liana; La pequeña planta de flor Arabidopsis se utiliza 
como modelo para los estudios de la biología molecular de las plantas y 
su desarrollo. 

Vertebrados : Muchos tipos de células de los vertebrados pueden crecer 
en cultivo, donde pueden ser estudiadas bajo condiciones de laboratorio 
controladas. Los tipos de células especializadas, como las neuronas y la.- 
células musculares, proporcionan modelos útiles para la investigación de 
determinados aspectos de la biología celular. La rana Xenopus laevis y el 
pez cebra son importantes modelos para el estudio del desarrollo de los 
primeros vertebrados, y el ratón es la especie de mamífero adecuada 
para el análisis genético. 

INSTRUMENTOS DE LA BIOLOGÍA CELULAR 

Microscopía óptica : Se aplican diversos métodos para visualizar las célu- 
las y las estructuras subceíu lares y para determinar la localización íntra- 
celular de moléculas especificas usando el microscopio óptico. 
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Microscopía electrónica : La microscopía electrónica, con una resolución 
aproximada cien veces mayor que la del microscopio óptico, se utiliza 
rara analizar Jos detalles de la estructura celular. 

microscopía de transmisión de 
electrones, tomog rafia electrónica, 
sombreado de metal, separación 
por congelación, aguafuerte 
congelado, microscopía 
electrónica de barrido 

Separación subcelular: Los orgánulos de las células eucariotas se pueden 
aislar para su análisis bioquímico mediante la centrifugación diferencial. 

centrifugación diferencial, 
ultra centrifugación, 
centrifugación en gradiente- 
densidad, centrifugación por 
velocidad, centrifugación de 
equilibrio 

Crecimiento de células animales en cultivo: La propagación de las célu- 
las animales en cultivo ha permitido el estudio de los mecanismos que 
controlan el crecimiento y la diferenciación. 

célula madre embrionaria, cultivo 
primario, linea celular 

Cultivo de células vegetales: Los cultivos de células vegetales se pueden 
diferenciar para formar tipos de células especializadas; en algunos casos, 
pueden regenerar plantas enteras. 

callo 

iras Los virus proporcionan modelos simples para el estudio de la fun- 
den celular. 

bacteriólogo, retro vi rus 


Peguntas 

L jQue demostraron los experimentos 
Ji Seartiey Míller sobre la formación de 
■tícenlas orgánicas? 

X ¿Q^e tipo de macromoléoila es capaz 
^fcdsngii su propia a utorrep litación? 

X I>=cute las evidencias que apuntan 
ks mitocondrias y los cloroplastos 
m marón a partir de bacterias que 
internalizadas por el precursor 
ác it-- células eu cariotas. 


^for que se cree que la fotos ín tesis ha 
¡do la evolución del metabolis- 
tivo? 

ido que el diámetro de una célula 
na de S. íiíírciíS es de 1 |im y el 
- de un macrófago humano es 
um, ¿cuántas células de S, aureus 
- en el interior de un solo macrófa- 
teiuno? Asume que las células son 


6, ¿Qué organismo modelo proporciona 
el sistema más sencillo para el estudio 
de la replicadón del ADN eucaríótico? 

7. Estás estudiando un gen implicado en 
el desarrollo embrionario mamario. 
¿Qué organismo modelo sería el más 
apropiado para tus estudios? 

S, ¿Qué resolución se puede obtener con 
un microscopio óptico si la muestra se 
observa al aire en lugar dea través de 
aceite? Asume que la longitud de onda 
de la luz visible es 0,5 jam. 

9. Estás a punto de comprar un micros- 
copio de investigación para tu laborato- 
rio, y puedes elegir entre dos lentes ob- 
jetivas diferentes. Una posee un 
aumento de xlOO y una apertura numé- 
rica de 1.1, La otra posee un aumento de 
x60 y una apertura numérica de 1.3, Su- 
poniendo que el precio no es un proble- 
ma, ¿cuál de estos objetivos elegirías? 


10. ¿Qué ventaja posee el uso de la pro- 
teína verde fluorescente (GFP) sobre el 
empleo de anticuerpos marcados con 
sondas fluorescentes para el estudio de 
la localización y movimiento de una 
pr oteína en el interior celular? 

11. Identifica las diferentes característi- 
cas o propiedades de los orgánulos que 
permiten la separación por centrifuga- 
ción de velocidad, en comparación con 
una centrifugación de equilibrio en un 
gradiente de sucrosa. 

12. ¿Por qué generalmente es necesario 
el suero en el medio empleado para el 
cultivo de células animales? 

13. Diferenciar entre cultiv os de células 
primarias y líneas celulares inmortaliza- 
das. 

14. ¿Por qué es importante la capacidad 
de cultivar células madre embrionarias? 
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Las céí leas so\ estructuras í vcr eí b e e m eívte complejas y variadas, capaces na 
sólo de autorreplicarse —la propia esencia de la vida— sino también de 
realizar una amplia gama de tareas especializadas en organismos pluricelu- 
lares, Sin embargo, las células siguen las mismas leyes de la química y la fí- 
sica que determinan el comportamiento de los sistemas inertes. En conse- 
cuencia, la biología molecular moderna trata de entender los procesos 
moleculares en términos de reacciones físicas y químicas. 

Este capítulo considera la composición química de las células y las pro- 
piedades de las moléculas responsables en último término de todas las acti- 
vidades celulares. Se confiere a las proteínas especial énfasis debido a sus 
papeles div ersos en la célula, incluyendo actuar como enzimas que catali- 
zan casi todas las reacciones biológicas y como componentes clave de las 
membranas celulares. En los últimos años, han sido desarrolladas una va- 
riedad de nuevas técnicas que permiten el análisis de proteínas a gran esca- 
la. Se espera que este campo emergente de la proteómica tenga un gran im- 
pacto sobre nuestra comprensión de la expresión e interacción de proteínas 
en el interior celular, de forma parecida al impacto que la secuenciación a 
gran escala del genoma ha tenido sobre nuestra comprensión del contenido 
genético de las células v organismos. 


Moléculas de las células 


© 


Animación web 


Formación de enlaces 

b po merizadón de azucares, 

*— noéddos y nudeótidos para formar 
xé >¿:ridQ5, poltpéptidos y áddos 
* . ; i eos, respectivamente, ocurre a 
n - : es la formación de enlaces 


Las células están compuestas de agua, iones inorgánicos y moléculas que 
contienen carbono (orgánicas). El agua es la molécula mas abundante en las 
células, representando el 70% o más de la masa celular total. En consecuen- 
cia, las interacciones entre el agua y el resto de los componentes celulares 
tienen una importancia central en la química biológica. La propiedad critica 
del agua al respecto es que es una molécula polar, donde los átomos de hi- 
drógeno poseen una carga ligeramente positiva y el oxígeno posee una car- 
ga ligeramente negativa (Fig, 2*1). Debido a su naturaleza polar, las molécu- 
las de agua pueden formar enlaces o puentes de hidrógeno entre sí o con 
otras moléculas polares, así como interaccionar con iones cargados positiva 
o negativamente. Como resultado de estas interacciones, los iones y las mo- 
léculas polares son fácilmente solubles en agua (hidrófitas). Por el contrario, 
las moléculas no polares, que no pueden interaccionar con el agua, son es- 
casamente solubles en un medio acuoso (hidrófobas). En consecuencia, las 
moléculas no polares tienden a minimizar su contacto con el agua relacio- 
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Figura 2,1 Características del agua, (A) El agua es una molécula polar, con una 

carga ligeramente negativa (5~) en el átomo de oxigeno y una carga ligeramente 
positiva (S + ) en los átomos de hidrógeno. Debido a esta polaridad, las moléculas de 
agua pueden formar enlaces o puentes de hidrógeno (líneas discontinuas) bien 
entre sí o con otras moléculas polares (B) P además de ínteracdonar con iones 
cargados (C). 



(C) 



■ El edulcorante artificial su- 
era losa (Splenda) es un derivado 
sintético del aiúcar común en el 
que algunos de los grupos hidroxi- 
lo del azúcar han sido sustituidos 
por doro. 


nándose estrechamente entre sí. Como se trata más adelante en este capítu- 
lo, las interacciones de moléculas polares y no polares con el agua y entre > 
desempeñan papeles cruciales en la formación de estructuras biológicas 
como las membranas celulares. Los iones inorgánicos de la célula, incluyen- 
do el sodio (Na ), potasio (K), magnesio (Mg 2> ), calcio (Ca ih ), fosfat 
(HPO4'), cloro (CL) y bicarbonato (HCO3), constituyen un 1% o menos de la 
masa celular total. Estos iones están implicados en numerosos aspectos del 
metabolismo celular, y de este modo, desempeñan importantes papeles en 
la función celular. 

Sin embargo, las moléculas orgánicas son los únicos componentes carac- 
terísticos de las células, La mayoría de estos componentes orgánicos perte- 
necen a una de cuatro clases de moléculas: carbohidratos, lípidos, proteínas 
y ácidos nucleicos. Las proteínas. Los ácidos nucleicos y la mayoría de los 
carbohidratos (polisacárídos) son macromoléculas formadas por la unión 
(polimerización) de cientos o miles de precursores de bajo peso molecular 
aminoácidos, nuclcótidos o azúcares simples, respectivamente. Dichas ma- 
cromoléculas constituyen entre el 80% y 90% del peso en seco de la mayor:." 
de las células. Los lípidos son el otro constituyente principal de las célula? 
El resto de la masa celular se compone de una variedad de pequeñas molé- 
culas, incluyendo tos precursores m acromo] aculares. La química básica de 
las células puede así entenderse en términos de las estructuras y funciones 
de cuatro tipos principales de macromoléculas orgánicas. 

Carbohidratos 

Los carbohidratos incluyen a los azúcares simples y a los polisacárídos. Es- 
tos azúcares simples, como La glucosa, son los nutrientes principales de las 
células. Como se trata en el Capítulo 3, su degradación proporciona no solo 
ia fuente de energía celular sino el material inicial para la síntesis de otros 
componentes celulares. Los polisacárídos son formas de reserva de los azú- 
cares y constituyen componentes estructurales de la célula. Además, los po- 
lisa cari dos y polímeros más cortos de azúcares actúan como marcadores 
para una variedad de procesos de reconocimiento celular, incluyendo la ad- 
hesión entre células y el transporte de proteínas a los destinos intercelulares 
apropiados. 

La estructura de tos azúcares simples (monosacaridos) más representati- 
va aparece en la Figura 2.2. La fórmula básica de estas moléculas es 
(CELQL, a partir de la cual procede el nombre de carbohidrato (C = «carbo» 
y LLO = «hidrato»). El azúcar de seis átomos de carbono {n = 6), la glucosa, 
(C„H 12 Oj es especialmente importante en las células, ya que proporciona la 
principal fuente de energía celular. Otros azúcares simples tienen entre tres 
Y siete átomos de carbono, siendo los azúcares de tres y cinco carbonos los 
más comunes. Los azúcares que contienen cinco o más átomos de carbono 
pueden ciclarse para formar estructuras anulares, que constituyen las for- 
mas predominantes de estas moléculas dentro de las células. Como se refle- 
ja en la Figura 2.2, los azúcares ciclados existen en dos formas alternativas 
(llamadas a o {i), dependiendo de la configuración del carbono 1, 

Los monosacáridos pueden unirse entre sí mediante reacciones de d es hi- 
dra tación, donde se extrae LLO y se unen los azúcares medíante un enlace 
glicosidico o glucosídico entre dos de sus átomos de carbono (Fig. 23). Si 
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Figura 2.2 Estructura de los azúcares simples. Se 

ilustran los azúcares simples más representativos con tres, 
cinco y seis átomos de carbono (briosas, pen tosas y 
hexosas respectivamente). Los azúcares con cinco o más 
átomos de carbono pueden ciclarse para formar anillos, 
que existen en dos formas alternativas (llamadas a o [i), 
dependiendo de la configuración del carbono 1. 
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irnos pocos azúcares, el polímero resultante se 
oligosacárido. Sí se implican un número eleva- 
miles) de azúcares, los polímeros resultantes 
oléculas denominadas polisacárídos, 
i c- poiisacáridos comunes — glucógeno y almi- 
las formas de depósito de carbohidratos en las 
a* animales y plantas respectivamente. Tanto el 
como el almidón están compuestos completa- 
moléculas de glucosa en la configuración a (Fig, 
principal se establece entre el carbono 1 de 
y el carbono 4 de una segunda glucosa. Ade- 
F zj urógeno como una forma de almidón (ami- 
: n tienen enlaces ocasionales ct(l— *6)> en los 
■ I de una glucosa se une al carbono ó de una 
glucosa. Como se ve en la Figura 2.4, estos enlaces 
2 la formación de ramificaciones que resultan de 
je dos cadenas independientes de enlaces 
Estas ramificaciones están presentes en el glucó- 
U a mi lop cetina, aunque otra forma de almidón 
es una molécula sin ramificaciones, 
modo, las estructuras dd glucógeno y del almi- 
s mulares básicamente, como lo es su función: al- 
_ -j La celulosa, en contraste, tiene una fun- 
uennida como principal componente estructural 
de las células de las plantas. Quizá sorprenden- 
r : -auto, la celulosa también se compone entera- 
^ m léculas de glucosa. Los residuos de glucosa de 
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Figura 2.3 Formación de un enlace glucosídico. 

Dos azúcares simples se unen mediante una reacción 
de deshidratados (una reacción en la que se extrae 
agua). En el ejemplo ilustrado, dos moléculas de 
glucosa en la configuración ase unen mediante un 
enlace entre los carbonos 1 y 4, que por ello recibe el 
nombre de enlace glucosídico Gt(l— í4). 
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Glucógeno 


La mayoría de Eos 
residuos están u n 
por enlaces a(i 


Celulosa 


Residuos unidos 
por enlaces S{1-4) 


Figura 2.4 Estructura de Los 
polisacáridos. Los polisacáridos son 
macromoléculas constituidas por 
cientos o miles de azúcares simples. El 
glucógeno, eí almidón y la celulosa 
están todos compuestos únicamente 
por residuos de glucosa, que están 
unidos por enlaces glucosídicos 
a(1 -^4) en el glucógeno y el almidón, 
pero por enlaces fS{1 -^4) en la celulosa. 
El glucógeno y una forma de almidón 
(amilopectina) también presentan 
ocasionalmente enlaces a{l— *6), que 
sirven como puntos de ramificación al 
unir dos cadenas independientes 
a(l— *4). 


la celulosa, sin embargo, presentan una configuración ¡3 en vez de oí, y la t 
lujosa es un poli sacando no ramificado (véase Fig, 2.4). La unión de los re- I 
siduos de glucosa por medio de enlaces ji(l— >4) en lugar de cx{l — >4) haoe I 
que !a celulosa forme largas cadenas lineales que se empaquetan una junte 1 
a otra para formar fibras con gran fuerza mecánica. 

Además de sus papeles en el almacenamiento de energía y en la est fu - 
tura celular, los o ligosac áridos y los polisacáridos son importantes en una I 
variedad de procesos de señalización celular. Por ejemplo, los oligosacán- f 
dos se encuentran frecuentemente ligados a proteínas, donde funciona™ 
como marcadores para dirigir las proteínas a la superficie celular o para in- 
corporarlas a distintas organelas sobrehilares, Los oligosacáridos y los po- 
lisacáridos también funcionan como marcadores en la superficie celular * 
desempeñando importantes papeles en el reconocimiento celular y en 1 aa 
interacciones entre células en los tejidos de los organismos pluricelulares 

Lípidos 

Los lípidos desempeñan tres fundones básicas en las células. Primero, pro- 
porcionan una importante fuente de energía. Después, y de gran importan- 
cia en la biología celular, los lípidos son el componente principal de las I 
membranas celulares. Y por último, los lípidos desempeñan importantes 
papeles en la señalización celular, bien como hormonas esteroideas (p, ej 
estrógeno y tes tos te roña )> o como mensajeros moleculares que trasladan se- I 
nales desde los receptores de la superficie celular hasta dianas dentro de ia 
célula. 


Amil opee ti na (almidón) 




Enlaces a(1 -6} 
dos cadenas en e 
punto de ramifi' 
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Ife lípidos más simples son los ácidos grasos, consistentes en largas ca- 
pcr^s hidrocarbonadas, que con mayor frecuencia contienen 16 o 18 átomos 
¿ :3rbono, con un grupo carboxilo (COO) en un extremo (Fig. 2.5). Los 
joc '5 grasos no saturados contienen uno o más dobles enlaces entre áto- 
de carbono; en los ácidos grasos saturados todos los átomos de carbo- 
es:a_n enlazados al máximo número de átomos de hidrógeno posible. Las 
caderas h id roe a ibón a das largas de ácidos grasos contienen sólo enlaces 
C — H no polares, que son incapaces de interaccionar con el agua. La na tura - 
ej- hidrófoba de estas cadenas de ácidos grasos es responsable de buena 
yerr. -i el comportamiento de los lípidos complejos, particularmente en la 
fcmadón de las membranas biológicas. 

Los áridos grasos se almacenan en forma de triglkéridos, o grasas, que 
?ten en tres ácidos grasos ligados a una molécula de ghcerol (Fig. 2.6). 
tri alicer idos son insolubles en agua y, por tanto, se acumulan como go- 
fcce grasa en el citoplasma. Cuando es necesario, pueden ser degradados 
r¿r : su utilización como moléculas procuradoras de energía (véase Cap, 3), 
destacar que los ácidos grasos son una forma de almacenamiento de 
bergia más eficaz que los carbohidratos, produciendo más del doble de 
vergia por peso de material degradado. Las grasas, por tanto, permiten 
se almacene energía en menos de la mitad del peso corporal que se re- 
&enría para almacenar la misma cantidad de energía en carbohidratos — 
vi consideración particularmente importante para los animales debido a 
movilidad, 

l > íosfolípidos, los principales componentes de las membranas celula- 
res se componen de dos ácidos grasos unidos a un grupo polar de cabeza 
2 "i En los fosfoglicéridos, los dos ácidos grasos están ligados a á to- 
va- de carbono del glicerol, como en los triglicérídos. El tercer carbono del 


W^F*r& 2.6 Estructura de los triglicérídos. Los tríglicéridos (grasas) contienen tres 
Éód ’ crasos unidos a glicerol. En este ejemplo, los tres ácidos grasos son 
j^sítuc. pero los triglicérídos con frecuencia contienen una mezcla de distintos 
grasos. 


Figura 2.5 Estructura de los ácidos 
grasos. Los ácidos grasos consisten en 
largas cadenas hidrocarb onadas que 
terminan en un grupo carboxilo 
(COO ). El pa Imítate y el estearato son 
ácidos grasos saturados que constan 
de 16 y 18 átomos de carbono 
respectivamente. El oíeato es un ácido 
graso insaturado de 18 carbonos que 
contiene un doble enlace entre los 
carbonos 9 y 10. Observen que el doble 
enlace produce un acortamiento en la 
cadena hidrocarbonada. 
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2.7 Estructura dé tos fosfolípidos. Los fosfogÜcérídos contienen dos 
grasos unidos al gÜcerol. Los ácidos grasos pueden ser diferentes entre sí y 
i R1 y R2. EJ tercer carbono del gUeerol está ligado a un grupo fosfato 
1 acido fos fatídico), que a su vez está frecuentemente unido a otra 
polar pequeña (formando fosfatldíletanolamína, fosfatidil colina, 

Lerina, o fosfatidilinositol) . En la esfingomielína dos cadenas 
onadas se unen a un grupo polar de cabeza formado por serína 
de glicerol 


sin embargo, está ligado a un grupo fosfato, que a su vez está fre- 
nte unido a otra molécula polar pequeña, como la colina, Ja serína, 
l o la e tan alamina. La esfingomielína, el único fosfolípido no gli- 
de las membranas celulares, contiene dos cadenas hidrocarbonadas 
i un grupo polar de cabeza formado por serina en vez de glicerol 
s fosfolípidos tienen colas hidrófobas, consistentes en las dos cade- 
carbonadas, y grupos hidrófilos de cabeza, consistentes en el gru- 
y sus uniones polares. Consecuentemente, los fosfolípidos son 
antipáticas, en parte solubles en agua y en parte insolubles. Esta 
de los fosfolípidos es la base para la formación de membranas 
como ya se detalla más adelante en este capítulo» 

5? de los fosfolípidos, muchas membranas celulares contienen gli- 
; y colesterol Los glicolípidos se componen de dos cadenas hid co- 
ligadas a grupos polares de cabeza que contienen carbehid ratos 
23 Son de esta forma similares a los fosfolípidos en su organización 
como moléculas antipáticas. El coles te rol, por el contrario, consta 
anillos hidrocarbonados en vez de cadenas lineales hidrocarbona- 
2,91 Los anillos hidrocarbonados son intensamente hidrófobos, 
d grupo hídroxilo (OH) unido a un extremo dd col estero! es débil - 
hidrófilo, así que el coles terol también es antipático. 

de su papel como componentes de membranas celulares, los lí- 
Émdonan como moléculas de señalización, tanto dentro como fuera 
; - Luías. Las hormonas esteroideas (como los estrógenos y la testoste- 
sor. derivados del colesterol (véase Fig, 2,9)» Las hormonas son un 
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Figura 2,8 Estructura de los 
glicolípidos. Dos cadenas 
hidrocarbonadas unidas a un grupo 
polar de cabeza formado por serina 
y que contienen carbohidratos 
(p. ej., glucosa). 


Figura 2.9 Colesterol y hormonas 
esteroideas. El colesterol, un 
importante componente de las 
membranas celulares, es una molécula 
antipática debido a su grupo polar 
hídroxilo. El colesterol también es un 
precursor de las hormonas esteroideas, 
como la tes tos tero rta y el estradiol 
(un tipo de estrógeno), Los átomos de 
carbono ligados a Jos anillos de 
carbono no están representados en esta 
figura » 
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grupo variado de mensajeros químicos; todos ellos contienen cuatro anillo* 
hidrocarb onados a los que se unen grupos funcionales específicos. Los derH 
vados de los fosfolí pidos también funcionan como mensajeros celularesl 
dentro de las células, actuando para transmitir señales desde los receptores* 
de la superficie celular hasta sus dianas íntracelulares, que regulan una an>J 
plia gama de procesos celulares, incluyendo la proliferación celular, el rru>| 
vimiento, la supervivencia y la diferenciación (véase Cap. 15). 

Ácidos nucleicos 

Los ácidos nucleicos — ADN y ARN — son las principales moléculas de is-l 
formación de la célula. El ácido desox i ¡ribonucleico (ADN) desempeña iaJ 
papel único como material genético, que en las células eu cariotas se encuen-l 
tra en el núcleo. Distintos tipos de ácido ribonucleico (ARN) participan ad 
distintas actividades celulares. El ARN mensajero (ARNm) transporta is-l 
formación desde el ADN a los ribosomas, donde sirve como molde para A 
síntesis de proteínas. Otros dos tipos de ARN (ARN ribosómico y ARN del 


Figura 2.10 Componentes de los 
áridos nucleicos. Los áridos 
nucleicos contienen bases purínkas y 
pítírmdínicas ligadas a azúcares 
fosforllados. Una base de un ácido 
nucleico ligada sólo a un azúcar es un 
nucleósido. Los nucleótidos además 
contienen uno o más grupos fosfato. 
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- % ura 2. 1 i Polimerización de los nudeótidos. Un enlace íosfcdíéster se forma 
s^tre el grupo 3' hidroxilo de un nucleótido y el grupo 5' fosfato de otro. Una 
cadena polinudeótida tiene un sentido —de modo que el extremo 5' finaliza con un 
? r fosfato y el extremo 3' termina con un grupo 3' hidroxilo. 


transferencia) están implicados en la síntesis de proteínas. Además, otras 
- mías de ARN están implicadas en la regulación de la expresión géni ca y 
e 1 el procesamiento y transporte tanto del ARN como de proteínas. Ade- 
wá$ de actuar como una molécula informativa, el ARN también es capaz de 
esta i 3 zar diversas reacciones químicas. En las células actuales, estas inclu- 
ytr. reacciones implicadas tanto en la síntesis proteica como en el procesa- 
miento del ARN, 

El ADN y el ARN son polímeros de nudeótidos, que consisten en bases 
purina y pirimidina ligadas a azúcares fosforilados (Fig, 2,10). El ADN 
a - nene dos purinas fadenina y guanina) y dos pirimidinas (citosina y ti- 
erna ]. A denina, guanina y citosina también están presentes en el ARN, 
pero el ARN contiene uranio en lugar de timina. Las bases están ligadas a 
ar- cares C'-desoximbosa en el ADN, o ribosa en el ARN) para formar nu- 
d^osldos. Los nudeótidos además contienen uno o más grupos fosfato li- 
gados al carbono 5' de los azúcares de los nudeósidos. 

La polimerización de nudeótidos para formar ácidos nucleicos implica la 
Phmación de enlaces fosf odies ter entre el 5" fosfato de un nucieótido y el 3' 
fcoiroxílo de otro (Fig, 2.11). Los oligonucleótidos son pequeños polímeros 
contienen sólo unos pocos nudeótidos; los polín udeótidos mayores 
componen el ARN y ADN celular pueden contener miles o millones de 
teadeótidos respectivamente. Es importante señalar que una cadena poiinu- 
de>rídica tiene un sentido, con un extremo de la cadena terminando en un 
— _r o 5' fosfato y el otro en un grupo 3" hidroxilo, Los polimideotidos 
•esnpre se sintetizan en la dirección 5 f a 3', añadiéndose un nudeótido libre 
á ^rapo 3' OH de la cadena en formación. Por convención, la secuencia de 
en el ADN o ARN también se escribe en la dirección 5' a 3', 
la información del ADN y del ARN se transmite por el orden de las ba- 
ses en la cadena polinudeotídica. El ADN es una molécula de doble hebra 
fK consiste en dos cadenas de polinucleótidos que discurren en dixecdo- 
. puestas (véase Cap. 4). Las bases se encuentran en la parte interna de 
U molécula, y las dos cadenas están unidas por enlaces de hidrógeno entre 
de bases complementarias. La guanina se aparea con la citosina y la 
aderaría lo hace con la timina (Fig, 2.12). La principal consecuencia de este 
parejamiento complementario es que una hebra de ADN (o de ARN) 
faede actuar como molde para dirigir la síntesis de una cadena com ple- 
matarla. Los ácidos nucleicos son por tanto excepdonalmente capaces de 
dkigir su propia a utor replicad ón, permitiéndoles funcionar como las molé- 
de información fundamentales de la célula. La información transpór- 
tela por el ADN y el ARN dirige la síntesis de proteínas específicas, que 
inrstmian la mayoría de la actividad celular. 
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Figura 2,1 2 Emparejamiento 
complementario entre bases del 
ácido nucleico. La formación de 
enlaces de hidrógeno entre bases en 
hebras opuestas de ADN conduce al 
apareamiento específico de guanina 
(G) con citosina (C) y de adenina (A) 
con la timina (T). 
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Cadena lateral 
Amino C ü — ^ 


Carboxilo 


Figura 2.13 Estructura de !os 
aminoácidos- Cada aminoácido 
consiste en un átomo de carbono 
central (el carbono a) ligado a un 
átomo de hidrógeno, un grupo 
carboxilo, un grupo amino y una 
cadena lateral específica 
{denominada R), A pí í fisiológico, 
tanto el grupo carboxilo como el amino 
se encuentran ionizados, como se 
muestra en la figura. 


■ Aparte de ser las unidades de 
construcción de las proteínas, (os 
aminoácidos tienen otra fundón 
biológica importante como 
moléculas empleadas por las 
células para comunicarse. Los 
aminoácidos glicina y glutamato, 
junto con otros diversos 
aminoácidos que no se encuentran 
en (as proteínas, actúan como 
neu retransmisores (véase Cap. 15). 


■ Las proteínas muestran una 
diversidad increíble. Algunas 
proteínas poco frecuentes incluyen: 

Proteínas de cemento que son 
empleadas por (os percebes para 
adherirse a las superficies 
sumergidas bajo el agua. Los 
científicos están intentando 
desarrollar estas proteínas para su 
uso industrial como pegamentos o 
recubrimientos anticorrosivos. 

La seda de la araña de la Orbe 
Dorada es extremadamente ligera y 
flexible pero casi tan fuerte como 
KevJar, que se emplea para fabricar 
los chalecos anfibalas. 


Los nucleótidos no sólo son importantes como los ladrillos de cons 
ción de los ácidos nucleicos; también desempeñan papeles vitales en v, 
procesos celulares. Quizá el ejemplo más destacado es el adenosín 5' i 
fato (ATP), que es Ja principal forma de energía química dentro de las 
las. Otros nucleótidos funcionan de manera similar como transportad 
de energía o de grupos químicos reactivos en una gran variedad de rea 
nes metabólicas. Además, algunos nucleótidos (p, ej., AMP cíclico) son 
portantes moléculas de señalización dentro de las células (véase Cap. 15 

Proteínas 

Mientras que los ácidos nucleicos transportan la información genética 
célula, la responsabilidad básica de las proteínas es ejecutar las tareas 
gidas por esa información. Las proteínas son las más variadas de todas 
macromoléculas, y cada célula contiene varios miles de proteínas dife 
tes, que realizan una amplia gama de funciones. Los papeles de las p 
ñas incluyen servir como componentes estructurales de células y tejidos 
tuar en el transporte y almacenamiento de pequeñas moléculas (p. ej.. 
transporte de oxígeno por la hemoglobina), transmitir información entre 
lulas (p, ej., hormonas proteicas), y proporcionar una defensa frente a la 
fección (p. ej., anticuerpos). La propiedad fundamental de las proteínas 
embargo, es su capacidad para actuar como enzimas, que, como se trata 
la siguiente sección, catalizan casi todas las reacciones químicas en los í 
mas biológicos. De este modo, las proteínas dirigen virtual mente todas 
actividades de la célula. La importancia central de las proteínas en la qu 
ca biológica viene determinada por su nombre, derivado de la palabra 
ga proteios, que significa «de primer rango». 

Las proteínas son polímeros de 20 aminoácidos distintos. Cada ar 
cido consiste en un átomo de carbono (llamado carbono a) ligado a un 
po carboxilo (CÜCH, un grupo amino (NFL), un átomo de hidróg 
una cadena lateral característica (Fig. 2,13). Las propiedades químicas 
cíficas de las diferentes cadenas laterales de los aminoácidos determinan 
papeles de cada aminoácido en la estructura y función proteica. 

Los aminoácidos pueden agruparse en cuatro amplias categorías dey 
diendo de las propiedades de sus cadenas laterales (Fig. 2.14), Diez ar 
ácidos tienen cadenas laterales no polares que no interaccíonan con el a 
La glicina es el aminoácido más simple, con una cadena lateral consis: 
en un sólo átomo de hidrógeno. La alanina, v aliña, leucina e isoleucina 
nen cadenas laterales hidrocarbonadas compuestas por hasta cuatro áto~ 
de carbono. Las cadenas laterales de estos aminoácidos son hidrófobas y 
ahí que tiendan a localizarse en el interior de las proteínas, donde no se 
cuentran en contacto con el agua. Igualmente, la prolina tiene una ca 
lateral hidrocarbonada, pero es la única que en su cadena lateral está li 
al nitrógeno del grupo amino así como al carbono a r formando una es 
tura cíclica. Las cadenas laterales de dos aminoácidos, cisterna y metían 
contienen átomos de azufre. La metionina es bastante hidrófoba, pero la 
teína lo es menos debido a su grupo sulfhidrilo (SH). Como se trata 
adelante, el grupo sulfhidrilo de la cisterna desempeña un importante p 
en la estructura proteica porque se pueden formar enlaces ¿¿sulfuro 
las cadenas laterales de distintos residuos de cisterna. Finalmente, dos 
noáddos no polares, fenilalanina y triptófano, tienen cadenas laterales 
contienen anillos aromáticos muy hidrófobos. 

Cinco aminoácidos tienen cadenas laterales sin carga pero polares, 
incluyen la serina, la treonina y la tirosma, que tienen grupos hidroxilo 
sus cadenas laterales, así como la asparragina y la glutamina, que tiene 
pos amida (O— C— NHJ polares. Debido a que las cadenas laterales de esT 
aminoácidos pueden formar enlaces de hidrógeno con el agua, estos 
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: - non hidrófobos y tienden a localizarse en la parte externa de las pro- 

L - aminoácidos Lisína, arginina e hisÜdina tienen cadenas laterales con 
_r > básicos cargados* La lisina y la arginina son aminoácidos muy bási- 
r o cadenas laterales están cargadas positivamente dentro de la eélu- 
. Por tanto, son muy hidrófilos y se encuentran en contacto con el agua en 
ms r-rticie de las proteínas. La histidina puede estar sin carga o cargada 
ámente a pH fisiológico, así que con frecuencia desempeña un papel 
k&yí en reacciones enzimáticas que implican el intercambio de iones hi- 
lÜjceno. como se trata en el Capítulo 3. 

F r ultimo, dos aminoácidos, el ácido aspártico y el ácido glutámico, fie- 
wcr* cadenas laterales acidas que terminan en grupos carboxilo. Estos anü- 
mmc'dos están cargados negativamente dentro de la célula y por tanto a 
per , c ■ >e denominan aspartato y glutamato. Como los aminoácidos bási- 


Figura 2.14 Aminoácidos. Se indican 
las abreviaturas de tres y una letra para 
cada aminoácido. Los aminoácidos se 
agrupan en cuatro amplias categorías 
dependiendo de las propiedades de 
sus cadenas laterales: no polares, 
polares, básicas y acidas. 
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Plegamiento de las cadenas polipeptídicas 


Rotura de reducción de los puentes disulfuro en la ribonudeasa 

Michael Sela, Frederick H. White, Jr., y Christian S. Anf insen 
National Institutos of Health, Bethesda, MD 
Science, Volumen 125 r 1957, págs. 691-692 


Contexto 

Las proteínas funcionales son 
estmchir aimerú e mucho más 
complejas que las cadenas lineales de 
aminoácidos. La formación de 
enzimas activas o de otras proteínas 
requiere del plegamiento de las 
cadenas polipeptídicas en 
configuraciones tridimensionales 
precisas. Esta diferencia entre las 
proteínas y las cadenas polipeptídicas 
plantea preguntas cruciales con 
relación a la comprensión de la 
estructura y función proteica, ¿Cómo 
se escoge la configura ción proteica 
adecuada de las múltiples 
configuraciones posibles que podrían 
ser adoptadas por un poiipéptido, y 
cuál es la naturaleza de la 
información que dirige el 
plegamiento de las proteínas? 

Los clásicos experimentos 
realizados por Christian Anfinsen y 
sus colaboradores proporcionan 
respuestas a estas preguntas. 
Estudiando la enzima ribonudeasa, 
Anfinsen y sus colabora dores fueron 
capaces de demostrar que las 


100 


75 


proteínas desnaturalizadas pueden 
replegarse espontáneamente 
adoptando una configuración activ a. 
Por tanto, toda la información 
requerida para especificar la 
configuración tridimensional correcta 
de una protema está contenida en su 
secuencia primaria de aminoácidos. 
Una serie de estos experimentos llevó 
a Anfinsen a la conclusión de que la 
estructura tridimensional nativa de 
una pro teína se corresponde a su 
conformación terniodinámicamente 
más estable, determinada por las 
interacciones entre sus aminoácidos 
constituyentes. Las observaciones 
originales qué condujeron a la 
formulación de este principio crucial 
fueron comunicadas en este artículo 
de 1957 por Christian Anfinsen, 
Michael Sela y FtecL Whíte. 

Experimentas 

La proteína estudiada por Sela, White 
V Anfinsen era la ribonudeasa bovina, 
una pequeña proteína de 124 
aminoácidos que contiene cuatro 
enlaces disulfuro (S-S) entre las 
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0 2 4 6 

Grupos SH 

Resumen de los resultados de los 
experimentos de renatural tuición. La 
actividad enzimática viene representad* 
como una fundón del número de grupo? 
su Ifhid rilo presentes después de di 
tratamientos. La actividad se expresa 
porcentaje de la actividad de la enzima 
nativa. 


cadenas laterales de residuos de 
cisterna. La actividad enzímátiea de 
ribonudeasa podía estar determina 
por su habilidad para degradar ARN 
a nucleótidos, proporcionando una 
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Figura 2,15 Formación de un enlace 
peptídíco. El grupo carboxilo de un 
aminoácido se liga al grupo amino de 
otro. 


eos, estos aminoácidos son muy hidrófilos y habitualmente se localizan 
la superficie de las proteínas. 

Los aminoácidos están unidos por enlaces peptídicos entre el gru 
amino de un aminoácido y el grupo ot carboxilo del siguiente (Fig, 2,15), 
polipápHdos son cadenas lineales de aminoácidos, habitualmente de - 
tos o miles de aminoácidos de longitud. Cada cadena polipeptídíca ti 
dos extremos distintivos, uno terminando en un grupo a amino (el ext 
amino, o N terminal) y el otro en un grupo a carboxilo (el extremo carbo 
o C, terminal). Los polipeptídos se sintetizan desde el extremo amino al c 
boxilo terminal, y la secuencia de aminoácidos en un potipéptido se esc 
(por convención) en el mismo orden. 

La característica definí tori a de las proteínas es que son polipéptidos 
secuencias de aminoácidos específicas. En 1953, Frederick Sanger fue el 
mero en determinar la secuencia completa de aminoácidos de una pro* 
la hormona insulina. Se encontró que la insulina estaba constituida por 
cadenas polipeptídicas, unidas por enlaces disulfuro entre residuos de * 
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EXPERIMENTO CLAVE 


-valuación sencilla de la función de la 
protefrm nativa. Esta actividad 
enzima tica se perdía completamente 
cuando La ribonu deasa se sometía a 
■tratamientos que alteraban los enlaces 
r mo envalentes (p. ej., los enlaces de 
Pirógeno) o desdoblaban los enlaces 
c±sulfuro al reducirlos a grupos 
sulnhidrílo (SH). La proteína 
desnaturalizada parecía así estar en 
sina conformación aleatoria inactiva. 

Sela, White v Anfinsen observaron, 
*¡S° rudal, que la actividad 
¡ icnzimática reaparece si la proteína 
desnaturalizada se incubaba en 
condiciones que permitía a la cadena 
c^iipeptídica replegarse y reformarse 
<* ios enlaces disulfuro. En estos 
experimentos se retiraban los agentes 
desnaturalizantes, y la enzima 
^¡activada era incubada a 
impera tura ambiente en un tampón 
I Ifeaoiógico en presencia de 0 2 . Este 
preved imiento llevó a la oxidación de 
*?s grupos sulfhidrilo y a la 
«formación de los enlaces disulfuro. 
Tarante este proceso, la enzima 
recuperó su actividad catalítica, 
radicando que se había replegado a su 
.smiiguración nativa (véase figura), 
i ¡Debido a que no estaba presente 
Tzngun otro componente celular, toda 
u mfonrtadón requerida para el 


plegamíento proteico adecuado 
parecía estar contenida en la 
secuencia primaria de aminoácidos de 
la cadena polipeptídica. 

Impacto 

Experimentos posteriores definieron 
las condiciones bajo las que la 
ribonudeasa desnaturalizada 
recuperaba completamente su 
estructura nativa y su actividad 
enzima tica, estableciendo la 
«hipótesis termodinámica» del 
plegamíento proteico — esto es r la 
estructura nativa tridimensional de 
una proteína corresponde al estado 
termodinámícamente más estable en 
condiciones fisiológicas — . La 
estabilidad termodinámica está 
gobernada por las interacciones de ios 
aminoácidos constitutivos, así que la 
configuración tridimensional de las 
proteínas está determinada 
directamente por su secuencia de 
aminoácidos. Puesto que el orden de 
los nudeótidos en el ADN especifica 
la secuencia de aminoácidos de un 
polipéptido, se deduce que la 
secuencia de nudeótidos de un gen 
contiene toda la información 
necesaria para determinar la 
estructura tridimensional de su 
producto proteico. 



Aunque el trabajo de Anfinsen 
estableció la base termodinámica del 
plegamíento proteico, comprender el 
mecanismo de este proceso continúa 
siendo un área de investigación 
activa* El plegamíento proteico es 
extremadamente complejo, y todavía 
somos incapaces de deducir la 
estructura tridimensional de una 
proteína directamente de su secuencia 
de aminoácidos. También es 
importante destacar que el 
plegamíento espontáneo de las 
proteínas m nitro es mucho más lento 
que el plegamíento proteico dentro de 
la célula, que es asistido por enzimas 
(véase Cap, 8). EJ plegamíento 
proteico continúa siendo de este 
modo un desafío central en la química 
biológica. 


Fig, 2.1 6), Lo que era más importante, el experimento de Sanger reve- 
m cada proteína consiste en una secuencia específica de aminoácidos. 
■•1er .a mente las secuencias proteicas se suelen deducir a partir de secuen- 
Ét de AENm, y se han determinado las secuencias aminoa cíclicas de más 



2,16 Secuencia de aminoácidos de la insulina. 

úma contiene dos cadenas polipeptídicas, una de 21 y 
ás 30 aminoácidos (indicados aquí según sus 
^ :uras de una letra). Las cadenas laterales de tres pares 
nos de cisterna están unidas por enlaces disulfuro, 
los cuales conectan tas cadenas polipeptídicas. 


N-F V 
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El calentamiento y el tratamiento 
con un agente químico reductor 
para romper ios puentes disulfuro 
altera la configuración nativa, 
desnaturalizando la proteína 


Si la ARNasa desnaturalizada vuelve 
a sus condiciones nativas, se 
replegará espontáneamente 
adoptando su configuración natural 


ARNasa nativa 


ARNasa desnaturalizada 


ARNasa nativa 


Figura 2.17 Desnaturalización 
y replegamíento proteico. 

La ribomicleasa (ARNasa) es una 
proteína de 124 aminoácidos 
(indicados por números). La proteína 
normalmente está plegada en su 
configuración natural, que contiene 
cuatro enlaces disulfuro (indicados 
como círculos pareados que 
representan residuos de cisterna). 



Grupo homo 


Figura 2.16 Estructura tridimensional 
de la mioglobina. La mioglobma es 
una proteína de 153 aminoácidos que 
está implicada en el transporte de 
oxígeno. La cadena polípeptídica está 
plegada alrededor del grupo hemo que 
sirve como lugar de enlace de oxígeno. 


de 1ÜO.OÜO proteínas* Cada una consiste en una secuencia única de aniiru □ 
dos, determinada por el orden de los nucleótidos en un gen (véase Cap 

La secuencia de aminoácidos de una proteína es sólo el primer elemen 
de su estructura. En vez de ser cadenas prolongadas de aminoácidos, j 
proteínas adoptan configuraciones tridimensionales características que si 
cruciales para su función. Estas configuraciones tridimensionales de j 
proteínas son el resultado de las interacciones entre sus aminoácidos cor^i 
tu y en tes, así que la forma de las proteínas viene determinada por su 
euencia de aminoácidos. Esto fue demostrado por primera vez por los e\ri 
rimen tos de Chñstian Anfinsen en los que alteró la estructura tridimensioni 
de las proteínas medíante tratamientos tales como el calentamiento, qw 
rompen los enlaces no comientes — un proceso denominado desnatura lúa 
ción (Fig. 2.17)— ♦ Después de la incubación en condiciones más favorable 
dichas proteínas desnaturalizadas con frecuencia regresan espontáneamd 
te a sus configuraciones nativas, indicando que estas configuraciones es ti 
determinadas directamente por la secuencia de aminoácidos. 

La estructura tridimensional de las proteínas se analiza con mayor 
cuencia por cristalografía de rayos X, una técnica de alta resolución cfl 
puede determinar el ordenamiento de átomos individuales dentro de ud 
molécula. Se dirige un haz de rayos X a los cristales de la proteína que se de 
sea analizar, y el patrón de rayos X que pasan a través del cristal proteica 
se detecta en una película de rayos X. A medida que los rayos X chocan con- 
tra el cristal, son dispersados en patrones característicos determinados ra 
el ordenamiento de los átomos en la molécula. La estructura de la moíéaJ 
puede por tanto ser deducida a partir del patrón de rayos X dispersados á 
patrón de difracción). 

En 1958, John Kendrew fue el primero en determinar la estructura tnc- 
mensional de una proteína, la mioglobina —una proteína relativamenü 
simple de 153 aminoácidos (Fig. 2.18) — ♦ Desde entonces, se ha determina- 
do la estructura tridimensional de miles de proteínas. La mayoría, como m 
mioglobina, son proteínas globulares con cadenas polipeptídicas plegada! 
en estructuras compactas, aunque algunas (como las proteínas estructural^ 
de los tejidos conectivos) son largas moléculas fibrosas. El análisis de la 
tructura tridimensional de estas proteínas ha revelado varios principios bá- 
sicos que gobiernan el plegamiento pmteínico, aunque la estructura pros - 
ea es tan compleja que predecir ta estructura tridimensional de una proteias 
directamente a partir de su secuencia de aminoácidos es imposible. 
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Figura 2.19 Estructura secundaría 
de las proteínas. Los tipos más 
comunes de estructura secundaria 
son la hélice avia hoja p. En la 
hélice a, los enlaces de hidrógeno se 
forman entre grupos CG y NH de 
enlaces peptídicos separados por 
cuatro residuos de aminoácidos. En 
la hoja ¡J, los enlaces de hidrógeno 
conectan dos partes do una cadena 
polipeptídica que se encuentran una 
junto a otra. Las cadenas laterales de 
los aminoácidos no se muestran. 
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La estructura proteica generalmente se describe en cuatro niveles. La es- 
pvterc primaria de una proteína es la secuencia de aminoácidos de su ca- 
ítj - ispeptídica. La estructura secundaria es el ordenamiento regular de 
^^^Déddos dentro de regiones localizadas del polipéptido. Dos tipos de 
Ktura secundaria, que fueron propuestos por primera vez por Linus 
r ¿i Robert Corev en 1951, son particularmente comunes; la hélice & y 
i ji Ambas estructuras secundarias se mantienen por enlaces de hri 
entre los grupos CO y NH de los enlaces peptídicos. La hélice a se 
cuando una región de una cadena polipeptídica se enrolla sobre sí 
con el grupo CO de un enlace peptidico formando un enlace de hi- 
’íhro :on el grupo NH de un enlace peptidico situado cuatro residuos 
JÉtojo de la cadena lineal polipeptídica 
2-19). En contraste, la hoja p- se forma 
ios partes de una cadena polipeptídi- 
i cuentran una junto a otra con enlaces 
no entre ellas. Estas hojas fJ pueden 
entre varias hebras polipeptí dicas, 
f pueden estar orientadas bien paralela o 
el a mente entre sí. 

estructura terciaria es el plegamiento de 
i polipeptídica como resultado de las 
nones entre las cadenas laterales de 
ios que se encuentran en diferentes 
■ de la secuencia primaria (Fig. 2.20). 


. 20 Estructura terciaría de la ribonudeasa. 

lie estructura secundaria de hélices a y hojas 
¡as por regiones tazo, se pliegan en la 
ion nativa de la proteína. En esta 
ín esquemática de la cadena polipeptídica 
modelo de cinta, las hélices a están 
,as como espirales y las hojas p como flechas 


C terminal 


Hoja p 
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Figura 2.21 Estructura cuaternaria de Ja hemoglobina. La hemoglobina se 
compone de cuatro cadenas poEpeptídicas, cada una de las cuales está ligada a un 
grupo hemo. Las dos cadenas ra y las dos cadenas p son idénticas. 


En la mayoría de las proteínas, combinaciones de hélices a y hojas p, cortee- 1 
tadas por regiones laxo de í a cadena polípeptídíca, se pliegan en estructuras 
globulares compactas denominadas dominios, que son las unidades bási- 
cas de la estructura terciaria. Las proteínas pequeñas, como la ribonucieasa 
o la mioglobina, contienen solamente un único dominio; las proteínas más 
grandes pueden contener varios dominios diferentes, que frecuentemente 
están relacionados con funciones características. 

Un determinante crucial de la estructura terciaría es la localización de los I 
aminoácidos hidrófobos en el interior de la proteína y de los aminoácidos 
hidrófilos en la superficie, donde interaccionan con el agua. El interior de 
las proteínas plegadas está constituido de este modo principalmente de 
aminoácidos hidrófobos organizados en hélices oí y hojas P; estas estructu- 
ras secundarias se encuentran en el centro hidrófobo de las proteínas por- 1 
que los enlaces de hidrógeno neutralizan el carácter polar de los grupos CO I 
y NH de la columna vertebral polipeptídica. Las regiones lazo que conectan 
los elementos de la estructura secundaria se encuentran en la superficie de 
las proteínas plegadas, donde los componentes polares de los enlaces peptí- 
dicos forman enlaces de hidrógeno con el agua o con las cadenas laterales ' 
de los aminoácidos hidrófilos. Las interacciones entre las cadenas laterales 
de los aminoácidos polares (enlaces de hidrógeno y enlaces iónicos) en 3a I 
superficie proteica son también importantes determinantes de la estructura 
terciaria. Además, los enlaces disulfuro covalenfes entre grupos sulfhidrilo 
de los residuos de ósteína estabilizan la estructura plegada de muchas pro- 
teínas de la superficie celular o de secreción. 

El cuarto nivel de la estructura proteica, la estructura cuaternaria, con- 
siste en las interacciones entre diferentes cadenas polipeptídicas en proteí- 
nas compuestas de más de un polipéptído, La hemoglobina, por ejemplo, 
está compuesta por cuatro cadenas polipeptídicas que se mantienen unidas 
por el mismo tipo de interacciones que mantienen la estructura terciaria I 
(Rg. 2.21). 

De este modo, las características químicas propias de los 20 aminoácidos 
distintos conducen a una variación considerable en la configuración tridi- 
mensional de las proteínas plegadas. En consecuencia, las proteínas consti- 
tuyen un grupo extremadamente complejo y variado de macromoléculas, 
adaptadas a la gran variedad de tareas que llevan a cabo en la biología 
celular. 


Membranas celulares 

La estructura y fundón de las células dependen de forma crucial de las I 
membranas, que no sólo separan el interior de la célula de su entorno sino I 
que también definen los compartimentos internos de las células eucariotasJ 
incluyendo las organelas de núcleo y citoplasma. La formación de membra- 
nas biológicas se basa en las propiedades de los lípidos, y todas las mem- 
branas celulares comparten una misma organizadón estructural: bicapas de I 
fosfolí pidos con proteínas asociadas. Estas proteínas de membrana son res- 
ponsables de muchas funciones especializadas; algunas actúan como recep* 
tores que permiten a la célula responder a señales externas, algunas son res- 
ponsables del transporte selectivo de moléculas a través de la membrana, y| 
otras participan en el transporte de electrones y en la fosforilación oxidati- 
va. Además, las proteínas de membrana controlan las interacciones entre 
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Zj^ttxTo 

feime obrarías celulares juegan 
pe-TiS'- centrales en prácticamente 
mas.- - ? aspectos de la biología 
«■fe-rr funcionando como límites de 
fe :rcanuÍos subcelulares de las 

a... t j cariotas además de definir a 
¿ corría célula separando su 

lo del medio externo. La 
>ión de la estructura y 
ación de las membranas 
era, por tanto, un paso 
cafe o en el análisis de la base 
■nftecular del comportamiento 
■felá r En los años 60, se sabía que 
fe membranas celulares estaban 
zsr puestas por proteínas v lí pidos 
r j estaba claro cómo estaban 
'2 rií z a das estas moléculas. Además, 
una gran vari adán entre las 
reposiciones de proteína y lípidos 
Ite las diferentes membranas 

dando lugar a que algunos 
ígadores pencasen que las 
líes membranas podrían no 
utir una organización 
^ruciural común. 

Por el contrario, Jonathan Singer y 
C*rth \icoIson se enfrentaron al 
pBot*iema de comprender la 
femctura de la membrana, basados 
er b premisa de que los mismos 
pfcdpios generales describirían la 
zrz ouzación de Lí pidos y proteínas en 
Adas las membranas celulares. 
Aplicaron los principios de 
fcnr .dinámica además de Integrar 
e~z variedad de resultados 
experimentales para desarrollar el 
- adido del mosaico fluido — un 
“ délo que se ha establecido en el 
fempo para la comprensión de las 
: ersas funciones de las membranas 
en la biología celular. 


Experimentos 

Las consideraciones de 
termodinámica fueron básicas para el 
desarrollo del modelo del mosaico 
fluido de Singer y N icol son, En 
particular, pensaron que la estructura 
general de las membranas estaría 
determinada por una combinación de 
interacciones hidrofobíeas e 
bidrofílicas. Estas interacciones 
fueron reconocidas como 
determinantes de la organización de 
b icapas de fosfolípidos, y Singer y 
Nicolson pensaron que interacciones 
similares gobernarían la organización 
de las proteínas de membrana. 
Propusieron, por tanto, que los 
residuos de aminoácidos apolares de 
las proteínas de membrana estarían 
secuestrados en el interior de la 
membrana, de forma similar a las 
cadenas de fosfolípidos de los ácidos 
grasos, mientras que los grupos 
polares de las proteínas estarían 
expuestos al ambiente acuoso. Estos 
argumentos estaban en 
contra del modelo anterior 
de estructura de membrana 
en el que se proponía que 
las membranas poseían una 
estructura en tres capas y 
consistía en una bicapa 
lipídica intema flanqueada 
por dos capas de proteínas. 

Singer y Nicolson 
propusieron por el 
contrario, una estructura de 
mosaico, en el que las 
proteínas integrales de 
membrana globulares 
estaban insertadas en una 
bicapa fosfplipídica (véase 
figura). Las proteínas, al 
igual que los fosfolípidos, se 


5. i. Singer 



postulaban como antipáticos, con 
regiones a pola res insertadas en la 
bicapa lipídica y regiones polares 
expuestas hacía el medio acuoso. 1.a 
bicapa lipídica se creía que constituía 
una matriz estructural de la 
membrana en la que estaban 
insertadas las proteínas. 

(Continúa en la página siguiente) 



El modelo del mosaico iipida-proteúm globular. 

Las proteínas globulares se encuentran distribuidas 
en una matriz de fosfolípidos. 
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EXPERIMENTO CLAVE 


Diversas líneas de evidencia 
experimental fueron citadas para 
apoyar el modelo del mosaico fluido. 
Primero la microscopía electrónica de 
membranas empleando la técnica de 
fractura por congelación proporcionó 
pruebas directas sugiriendo que las 
proteínas estaban incluidas en la 
bieapa lipidies (véase Fig. 1.36). 
Además, como predecía d modelo del 
mosaico fluido, las proteínas se 
encontraban distribuidas 
aleatoriamente en el plano de la 
membrana cuando eran detectadas 
mediante la tinción superficial de las 
células. Y, finalmente, como se verá en 
el Capítulo 1 3, los experimentos de 
Larry Frve y Míchael Edidin 
demostraron que las proteínas podían 


moverse lateralmente a través de la 
membrana. Múltiples enfoques 
experimentales indicaron así que las 
proteínas de membrana estaban 
insertadas y capaces de moverse 
lateralmente a través de la bieapa 
lipídica, proporcionando un fuerte 
apoyo para el modelo del mosaico 
fluido para la estructura de 
membrana. 

impacto 

El modelo del mosaico fluido 
de Singer y Nicoison ha sido 
apoyado de forma abundante por 
experim entari ón subsiguien te, 
y sigue representando nuestra 
comprensión básica de la estructura 
de la membrana celular. Dados 


los diversos papeles de las 
membranas en la biología 
celular, el modelo del mosaico 
fluido es, por tanto, fundamental 
para la comprensión 
de prácticamente todos los aspectos 
del comportamiento celular, 
incluyendo fenómenos tan diversos 
como el metabolismo energético, 
la acción hormonal y la transmisión 
de información entre células 
n endosas en la sinapsis. Basado 
iniciaimente en consideraciones 
termodinámicas de las propiedades 
de lípidos y proteínas, Singer y 
Nicoison desarrollaron un modelo 
de estructura de membrana que ha 
tenido gran impacto en todos los 
aspectos de la biología celular. 




H 2 0 

Grupo polar 



H 2 0 


Figura 2.22 Bieapa fosfolipídka. Los 

fosfolí pidos forman espontáneamente 
bieapa s estables, con sus grupos 
polares de cabeza expuestos al agua y 
sus colas hidrófobas enterradas en el 
interior de la membrana. 



Figura 2.23 Movilidad de Los 
fosfolípidos en una membrana. 

Fosfolípidos individuales pueden rotar 
y moverse lateralmente dentro de una 
bieapa. 


células de organismos pluricelulares. La organización estructural común ce] 
las membranas subyace de este modo en una gran variedad de procesos! 
biológicos y funciones especializadas de membrana, que se tratarán con deJ 
talle en otros capítulos. 

Lípidos de membrana 

Los bloques de construcción fundamentales de todas las membranas celiú^l 
res son los fosfolípidos, que son moléculas antipáticas, que consisten en do* 
cadenas de áridos grasos hidrófobos ligadas a un grupo de cabeza hidrófiij 
que contiene fosfato (véase Fig. 2,7). Debido a que sus colas de ácidos grase* 
son escasamente solubles en agua, los fosfolípidos forman bicapas espanta® 
neamente en soluciones acuosas, con las colas hidrófobas enterradas en = 
interior de la membrana y los grupos polares de cabeza expuestos en amb 
lados, en contacto con e! agua (Fig, 2,22). Dichas bicapas fosfolipídicas for-l 
man una barrera estable entre dos compartimentos acuosos y representan 
estructura básica de todas las membranas biológicas. 

Los lípidos constituyen aproximadamente el 50% de la masa de la ma\ oJ 
ría de las membranas celulares, aunque esta proporción varía dependiendef 
del tipo de membrana. Las membranas plasmáticas, por ejemplo, son apreJ 
ximadamente un 50% de lípidos y un 50% de proteínas. La membrana inter-1 
na de la mitocondria, por otra parte, contiene una fracción inusualmen J 
alta (aproximadamente el 75 %) de proteínas, reflejando la abundancia áj 
complejos proteínicos implicados en el transporte de electrones y la fosforJ 
lación oxida tiva. La composición lipidies de las diferentes membranas ce3u-| 
lares también varía (Tabla 2,1). La membrana plasmática de E, coíi confie 
predominantemente fosfatidiletanolamina, que constituye el 80% del toEaí 
de lípidos. Las membranas plasmáticas de los mamíferos son más compleJ 
jas, conteniendo cuatro fosfolípidos principales — fosfatidilcolina, fosfatiJ 
diiserina, fosfatidiletanolamina y esfingoinielina— que juntos constituye* 
entre el 50% y el 60% del total de lípidos de membrana. Además de los foJ 
folípidos, la membrana plasmática de las células animales contiene glucoféT 
pidos y colesterol, que generalmente corresponden a aproxímadameniJ 
el 40% de las moléculas de lípidos totales. 
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'-r 3 2,1 Composición lipídica de las membranas celulares-’ 


Upido 

Membrana plasmática 
£* coU Eritrocito 

Retículo 

endoplasm ático 
rugoso 

Membranas 

mítocondriales 

externas 

is^atidilcolina 

0 

17 

55 

50 

FosíJíidilserina 

0 

6 

3 

2 

wr:=tidiletanol 

irruna 

60 

16 

16 

23 

Esfegonúdina 

0 

17 

3 

5 

Dnotipidos 

Ó 

% 

0 

0 

Cd&tGTiü 

0 

45 

6 

<5 


hnf I Jatos dé P. L Yeagle, 199?. The Membrmg qfCdis, 2, fl eó San Díe^o. C A: Academia Press. 
*Li z imposición de la membrana está indicada como ei porcentaje molar de los principales lípidos 
eprt^m veriles. 


_ na importante propiedad de las bicapas Üpídicas es que se comportan 
p — finidos bídimensi onales en los que moléculas individuales (tanto lípi- 
4 - :on\o proteínas) son libres para rotar y moverse en direcciones laterales 
“c 2.23). Esta fluidez es una propiedad crucial de las membranas y está 
Ssterm inada tanto por la temperatura como por la composición lipídica. 
Iter ejemplo, las interacciones entre cadenas más cortas de ácidos grasos son 
w b débiles que aquellas entre cadenas más largas, así que las membranas 
contienen cadenas de ácidos grasos más cortas son menos rígidas y se 
tienen fluidas a temperaturas más bajas* Los lípidos que contienen ácí- 
¿ b grasos insaturados incrementan de forma similar la fluidez de la mem- 
fcrana porque la presencia de dobles enlaces introduce curvamienfos en las 
«aderas de ácidos grasos, haciendo más difícil que se empaqueten juntas* 
Debido a su estructura de anillo hidrocarbonado (véase Fig. 2.9), el coles- 
fcr ; desempeña un papel importante en la determinación de ia fluidez de 
* membrana. Las moléculas de coles terol se insertan en la bicapa con sus 
> polares hidróxilo próximos a los grupos de cabeza hídrofílicos de 
Rfc£ fosfolípidos (Fig. 2,24). Los anillos hidrocarbonados rígidos del coleste- 
xi nteractúan por tanto con las regiones de las cadenas de ácidos grasos 
$--= son adyacentes a los grupos de cabeza de los fosfo lípidos* Esta interac- 
d r. disminuye la movilidad de las porciones extemas de las cadenas de 
os grasos, haciendo que esta parte de La membrana sea más rígida. Por 
parte, la inserción del colesterol interfiere con las interacciones entre ca- 
éss\ 4> de ácidos grasos, manteniendo de este modo la fluidez de la mem- 
fcngna a temperaturas más bajas. 

'*3teínas de membrana 

proteínas son el otro constituyente principal de las membranas celula- 
» constituyendo entre el 25% y el 75% de la masa de las diversas membra- 
de la célula. El modelo actual de la estructura de la membrana, propues- 
ta por lonathan Singer y Garth Nicolson en 1972, considera las membranas 
a ^ un mosaico fluido en el que las proteínas están insertadas en una bi- 
ct. r a ipídica (Fig. 2.25). Mientras los fosfolípidos proporcionan la organiza- 
cien estructural básica de las membranas, las proteínas de membrana de- 
mrr . peñan las funciones específicas de las diferentes membranas de la 
& lula. Estas proteínas se dividen en dos tipos generales, basándose en la 
■ituraleza de su asociación con la membrana. Las proteínas integrales de 
®*mbrana están embebidas directamente dentro de la bicapa lipídica. Las 
pwteinas periféricas de membrana no están insertadas en la bicapa lipídi- 
Cí r~ro están asociadas con la membrana indirectamente, generalmente a 
es de interacciones con las proteínas integrales de membrana. 


Grupo de cabeza Grupo Colesterol 
del fosíolípido hidroxilo / 



Figura 2*24 Inserción de colesterol 
en una membrana* El colesterol se 
inserta en la membrana con su grupo 
hidroxílo polar próximo a los grupos 
polares de cabeza de los fosfolípidos. 


■ ¿Cómo perciben las plantas e! 
frío? Las evidencias sugieren que 
las plantas detectan caídas de 
temperatura en parte detectando 
variaciones en ia fluidez de sus 
membranas* 
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Proteínas 


j Glirolípidoj - 


Ácido graso 
o grupo prenílo 


Bicapa 

lipidies 


Proleina 1 — - 
integral 
de membrana 


Exterior 


Carbohidrato 


Interior 


ra- hélice 
atravesando 
Ea membrana 


Figura 2.25 Modelo del mosaico 
fluido de la estructura de la 
membrana. Las membranas 
biológicas consisten en proteínas 
insertadas en una bicapa lipídíca. Las 
proteínas integrales de membrana 
están embebidas en la membrana, 
habitualmente a través de regiones 
üt-heiicoídales de entre 20 a 25 
aminoácidos hidrófobos. Algunas 
proteínas transmembrana atraviesan la 
membrana una sola vez; otras tienen 
múltiples regiones que atraviesan la 
membrana. Además, algunas proteínas 
están ancladas en la membrana a 
través de lípidos que están ligados de 
forma co va lente a la cadena 
polipeptídica. Estas proteínas pueden 
estar andadas a la vertiente 
extraeel utar de la membrana por 
glícolí pidos o a la vertiente citosólica 
por ácidos grasos o grupos prendo 
(véanse las estructuras en el Cap. 8), 
Las proteínas periféricas de membrana 
no están insertadas en la membrana 
pero están adheridas a través de 
interacciones con proteínas integrales 
de membrana. 


Fraterna periférica de membrana - 


Muchas proteínas integrales de membrana (llamadas proteínas trans- 
membrana) atraviesan la bicapa lipídíca, con partes expuestas en amboí 
lados de la membrana. Las partes de estas proteínas que atraviesan la mem- 
brana son habitual mente regiones a-helicoidales de entre 20 a 25 aminoáci- 
dos no polares. Las cadenas laterales hidrófobas de estos aminoácidos ínter - 
accionan con las cadenas de áddos grasos de los lípidos de membrana, y 1¿ 
formación de una a-hélice neutraliza el carácter polar de los enlaces pepti- 
dicos, como se discute previamente en este capítulo con respecto al plega - 1 
miento de las proteínas. La única otra estructura proteica conocida que atra- 
viesa bicapas lipídicas es el barrí 1-(J, formada por el plegamiento de 
láminas- fl en una estructura semejante a un barril, que se encuentra en algu- 
nas proteínas transmembrana de bacterias, cloroplastos y mitocondrias 
(Fig. 2.26), Como los fosfolípidos, las proteínas transmembrana son molécu- 
las antipáticas, con sus partes hidrófilas expuestas al medio acuoso a ambos 
lados de la membrana. Algunas proteínas transmembrana atraviesan li 
membrana una sola vez; otras tienen múltiples regiones que atraviesan la 
membrana. La mayoría de las proteínas trans membrana de las membranas 
plasmáticas eucariütas han sido modificadas con la adición de carbohidra- 
tos, que están expuestos en la superficie de la célula y pueden participar en 


interacciones célula-célula. 
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Las proteínas también pueden estar andadas en las membranas por lípi- 
ácí que están ligados de forma envalente a la cadena polípeptídica (véase 
Tir Si, Modificaciones Upídicas específicas anclan protemas a las vertien- 
te atosólica y extracelular de la membrana plasmática. Las proteínas pue- 
áen estar ancladas a la vertiente citosólka de la membrana bien por la adi- 
r de un ácido graso de 14 carbonos (ácido mirístico) a su extremo animo 
teminal o bien por la adición de un ácido graso de 16 carbonos (ácido pal- 
Itesco) o de grupos prenilo de 15 ó 20 carbonos a las cadenas laterales de los 
teáduos de cisteína. De forma alternativa, las proteínas son andadas a la 
■u Lente extracelular de la membrana plasmática a través de la adición de 
¡pidos a su extremo carboxilo terminal 

"•snsporte a través de membranas celulares 

re irritabilidad selectiva de las membranas biológicas a las moléculas pe- 
teeñas permite a la célula controlar y mantener su composición interna. 
So. las moléculas pequeñas no cargadas pueden difundir libremente a tra- 
v las bicapas de fosfoiípidos (Fig. 2,27). Las moléculas pequeñas no po- 
como el 0 2 y el C0 2 , son solubles en la b icapa lipidie a y por tanto pue- 
Á r cruzar fácilmente las membranas celulares. Las moléculas polares 
pequeñas no cargadas, como el ELO, también pueden difundir a través de 
a- membranas, pero moléculas polares no cargadas mayores, como la glu- 
~v= no pueden. Las moléculas cargadas, como los iones, son incapaces de 
(feimdir a través de una bicapa de fosfoiípidos independientemente de su 
Miño; incluso los iones ETno pueden cruzar una bicapa lipídica por di fu- 
ten libre. 

Aunque los iones y la mayoría de las moléculas polares no pueden difun- 
4 LT a través de una bicapa lipídica, muchas de estas moléculas (como la glu- 
son capaces de atravesar las membranas celulares. Estas moléculas 
lean a través de las membranas gracias a la actuación de proteínas especí- 
á transmembrana, que actúan como transportadores. Dichas proteínas 
3 ansporte determinan la permeabilidad selectiva de las membranas ce- 
lares y de este modo desempeñan un papel crucial en la función de la 
m ' r i m i Contienen múltiples regiones que atraviesan la membrana for- 
mara; un conducto a través de la bicapa lipídica, permitiendo que moléeu- 
jm pe lares o cargadas atraviesen la membrana por un poro proteínico sin 
jas - 2 retoñar con las cadenas hidrófobas de ácidos grasos de tos fosfolípi- 
de membrana. 



Exterior 


Interior 


Figura 2.26 Estructura de un barrí í-p. 

Algunas proteínas transmembrana 
atraviesan la bicapa fosfo lipídica como 
láminas- p plegadas en una estructura 
semejante a un barril. 


Moléculas pequeñas no cargadas Moléculas polares mayores a iones 



Figura 2,27 Permeabilidad de la 
bicapa de fosfoiípidos. Moléculas 
pequeñas no cargadas pueden difundir 
libremente a través de una bicapa de 
fosfoiípidos. Sin embargo, la bicapa es 
impermeable a moléculas polares 
mayores (como la glucosa y los 
aminoácidos) v a los iones. 
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Figura 2.28 Canales proteínieos y proteínas de transporte. (A) Los canales 
proteínieos forman poros abiertos a través de los cuales las moléculas del tamaño 
apropiado (p. ej. H iones) pueden cruzarla membrana. (B) Las proteínas 
transportadoras unen selectivamente las pequeñas moléculas que serán 
transportadas y entonces experimentan un cambio conformadonal para liberar la 
molécula al otro lado de la membrana. 


Animación web 
Transporte pasivo 

La difusión pasiva y la difusión facilitada 
son tipos de transporte pasivo por los 
que algunas moléculas atraviesan tas 
membranas biológicas. 



Como se trata en detalle en el Capítulo 13, hay dos tipos principales de 
proteínas de transporte de membrana (Fig. 2.28). Los canales proteinkos 
forman poros abiertos a través de la membrana, permitiendo libremente el 
paso de cualquier molécula del tamaño adecuado. Los canales iónicos, por 
ejemplo, permiten el paso de iones inorgánicos como \a 4 , K r , Ca 24 y C1 a 
través de la membrana plasmática. Los poros formados por estos canales 
proteínieos no están permanentemente abiertos; más bien, pueden ser 
abiertos o cerrados selectivamente en respuesta a señales extracelulares, 
permitiendo a la célula controlar el movimiento de iones a través de la 
membrana. Estos canales iónicos regulados han sido estudiados especial- 
mente bien en células nerviosas y musculares, donde medían la transmisión 
de señales electroquímicas. 

En contraste con los canales proteínieos, las proteínas transportadoras 
unen y transportan selectivamente moléculas pequeñas específicas, como la 
glucosa. En vez de formar canales abiertos, las proteínas de transporte ac- 
túan como enzimas para facilitar el paso de moléculas específicas a través 
de las membranas. En particular, las proteínas de transporte unen molécu- 
las específicas y después experimentan cambios con formad onales qut 
abren canales a través de los cuales la molécula que será transportada pue- 
de pasar a través déla membrana y ser liberada en el otro lado. 

Como se describe hasta ahora, las moléculas transportadas bien a través 
de canales proteínieos o de proteínas transportadoras cruzan las membra- 
nas en la dirección energéticamente favorable, determinada por los gra- 
dientes de concentración y electroquímico ~un proceso conocido como 
transporte pasivo — . Sin embargo, las proteínas transportadoras también 
proporcionan un mecanismo a través del cual los cambios energéticos aso- 
ciados con el transporte de moléculas a través de una membrana puede ser 
acoplado a la utilización o producción de otras formas de energía me t abúli- 
ca, igual que las reacciones enzimáficas pueden ser acopladas a la hidrólisis 
o síntesis de ATP. Por ejemplo, las moléculas pueden ser transportadas en 
una dirección energéticamente desfavorable a través de una membrana 
(p. ej T , contra un gradiente de concentración) si su transporte en esa direc- 
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i 2-29 Modelo de transporte activo. La energía derivada de la hidrólisis de 
’ empleada para transportar H'en contra de un gradiente electroquímico 
i baja a una alta concentración de H~)« La unión de H" está acompañada por 
rilarión de la proteína de transporte, lo que induce un cambio 
t t— c rmacional que promueve el transporte de H contra el gradiente 
«áe — químico. La liberación de H v la hidrólisis del grupo fosfato ligado 
ven entonces el transportador a su conformación original. 


srstá acoplado a la hidrólisis de ATP como fuente de energía —un pro- 
denominado transporte activo (Fig. 2.29) — . Las proteínas de membra- 
If utden por tanto emplear energía libre almacenada como ATP para con- 
■ la composición interna de la célula. 


iteómica: el análisis a gran escala 
las proteínas celulares 

ate los últimos años se han producido un número de cambios impor- 
i en el modo en que los científicos se enfrentan a la biología celular y 
lar, con la aplicación de enfoques experimentales a gran escala a la 
sión de las complejidades de los sistemas biológicas. Los más dra- 
¿ han sido los proyectos de secuencias ion de gen omas, que han dado 
m secuencia completa del genoma humano, además de secuencias genómi- 
•s de diversos organismos modelo. Como se verá en capítulos sucesivos, 
análisis sistemático de los genomas celulares (genómica) está teniendo 
wb gran impacto sobre nuestra comprensión de la fundón celular. 

- n, embargo, el análisis de los genomas celulares es sólo el primer paso 
m comprensión del funcionamiento celular. Puesto que las proteínas son 
■netamente responsables de llevar a cabo casi todas las actividades celula- 
-&■ es necesario comprender no sólo qué proteínas pueden estar codifica- 
r r el genoma de una célula, sino también qué proteínas se expresan y 
¿rr funcionan en el interior de la célula. Una comprensión completa de la 
ki ei n celular, por tanto, requiere no sólo la secuencia de su genoma, sino 
¡ta&ién el análisis sistemático de su complemento proteico. Este análisis a 
escala de las proteínas celulares (proteomica) posee el objetivo de 
Mmtííicar y cu a n tífica r todas las proteínas expresadas en una célula concre- 
tad proteoma), además de establecer la localización de estas proteínas en 
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diferentes organillos subcelulares y dilucidar las redes de interacciones 
tre proteínas que gobiernan las actividades celulares. 


Figura 2.30 Electroforesis en gel 
tridimensional. Una mezcla de 
proteínas celulares es sometida en 
primer lugar a una electroforesis en 
gradiente de pH para que se separen 
de acuerda con su carga (eje 
horizontal). Las proteínas a 
continuación sufren otra electroforesis 
en una segunda dimensión bajo 
condiciones donde se separan en 
función de su tamaño (eje vertical). El 
gel se tiñe para mostrar puntos que 
corresponden a proteínas concretas. 

El ejemplo mostrado es un gel de 
proteínas procedentes de E. coli, (De P. 
R O'FarrelL 1975./. BioL Chem . 250: 
4007; cortesía de Patríck OTarrelI) 


Identificación de proteínas celulares 

El numero de diferentes especies de proteínas en las células cucar iotas es 
pie amente muy superior al número de genes. Esto surge porque much 
genes pueden expresarse de modo que dan lugar a varios ARNm dih 
tes, que codifican diferentes polipéptidos como consecuencia de corte y 
palme alternativo (revisado en el Cap. 5). Además, las proteínas pu. 
modificarse mediante una variedad de procesos diferentes, incluyendo 
adición de grupos fosfato, hidratos de carbono y moléculas lipí dicas. El £ 
noma humano, por ejemplo, contiene aproximadamente entre 20 
25.000 genes diferentes, y el número de genes expresados en cualquier o 
la se cree estar en tomo a los 10.000, Sin embargo, como consecuencia i¡ 
corte y empalme alternativo y las modificaciones de las proteínas, se es 
que estos genes dan lugar a más de 100.000 proteínas diferentes. Adiciona 
mente, estas proteínas pueden expresarse dentro de un amplio rango de 
veles distintos. La caracterización completa del complemento proteico 
una célula, el objetivo de la proteómíea, representa así un reto consideraba 
A pesar de que se ha conseguido un progreso importante en los ultima 
años, siguen existiendo grandes obstáculos que se deben superar antes é 
que se pueda conseguir una caracterización completa de los proteomas 
lulares. 

La primera técnica desarrollada para la separación a gran escala de 
teínas celulares fue la electroforesis en gel bidimensionaJ (Fig, 2.30), 
permanece una estrategia bien establecida dentro de los experimentos 
proteómíea. Una mezcla de proteínas celulares es sometida en primer 1 
a una electroforesis en un tubo con un gradiente de pH entre un ex tre: 
otro. Cada prote ína migra de acuerdo con su carga hasta que alcanza el 
al cual la carga de la proteína es neutralizada, lo que está determinado 
el contenido en aminoácidos básicos y ácidos de la protema. Las prote: 
continuación se someten a electroforesis en una segunda dimensión 
condiciones en las que se separan de acuerdo con su tamaño molecular 
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a 2.31 Identificación de proteínas por espectrometría de 

S. Una muestra proteica (p. ej., un punto escindido de un gel 
üfcnensional ) es digerido con una proteasa que escinde la 
en pequeños páptidos. Los páptidos son entonces 
dos y analizados en un espectrómetro de masas, que 
fcfcsrmina su relación masa a carga. Los resultados se muestran en 
espectro de masas, que se compara con una base de datos de 
de masas teóricos de todas las proteínas conocidas, para 
m identificación de la proteína* 


fccma que las proteínas de menor peso molecular se mué- 
Iteer más rápido a través del gel. Esta técnica es capaz de 
mso i ver varios miles de especies proteicas a partir de un 
ptracto celular* Sin embargo, esto es mucho menor que el 
■¿mero total de proteínas expresadas en las células de 
«ramífero y es importante el hecho de que la el ectrof uresis 
«B gel bidimensional está desviada hada la detección de 
k proteínas celulares más abundantes. 

Las proteínas detectadas como puntos en un gei bidi- 
fcensional pueden ser extraídas del gel e identificadas 
rea i ante espectrometría de masas, desarrollada durante 
k años 90 como una potente herramienta para la identifi- 
cnón de proteínas (Fig. 2.31)* El punto proteico escindido 

un gel es digerido con una proteasa para cortar dicha 
protema en pequeños fragmentos proteicos (páptidos) de 
aproximadamente unos 20 aminoácidos de largo. Una 
Btoteasa muy utilizada con este fin es la tripsina, que cor- 
te proteínas en extremo carhoxilo-terminal de los residuos 
éz asina y arginina. Los páptidos son ionizados mediante 
■radiación con láser o mediante su paso por un campo de 
tarado potencial eléctrico e introducidos en un espectró- 
metro de masas, que mide la relación masa /carga de cada 
pertido, Esto genera un espectro de masas en el que los 
rertidos individuales obtenidos se correlacionan con un 
peo que corresponde a su relación masa /carga. Pueden 
coplearse algoritmos para comparar los espectros de ma- 
las determinados experimental mente con una base de da- 
| i > de espectros de masa teóricos que representan pép- 
-ios digeridos por tripsina de todas las proteínas 
©_ nocidas, permitiendo la identificación de la proteína 
desconocida. De forma alternativa, puede obtenerse una 
información más detallada sobre la secuencia mediante la 
espectrometría de masas en tándem. En esta técnica, los 
péptídos individuales del espectro de masas inicial son se- 
ccionados automáticamente para entrar en una «célula 
de colisión», en la que son parcialmente degradados por 
7 v rara aleatoria de los enlaces peptídicas. A continuación, 
se obtiene un segundo espectro de masas de los productos 

degradación parcial de cada péptido, del que puede 
¿educirse la secuencia de aminoácidos del péptido. Las modificaciones pro- 
teicas, como la fosforilación, también pueden detectarse porque alteran la 
rasa del aminoácido modificado. 

A pesar de ser muy potente, la técnica de gel bidimensional /es- 
pectrometría de masas es limitada. Como se ha indicado anteriormente, los 
seles bidimensionales favorecen la detección de las proteínas celulares más 
i? undantes, y las proteínas de membrana son especialmente difíciles de 
resolver mediante esta técnica. Como consecuencia de estas Limitaciones, 
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■ La espectrometría de masas 
posee muchas aplicaciones, 
incluyendo eí análisis de muestras 
de sangre de atletas para detectar 
la presencia de algunos 
compuestos estimuladores del 
rendimiento* 
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Figura 232 Localización subcelular 
de proteínas de levaduras. Las 

regiones codificantes de proteínas de 
más de 4.000 genes de levaduras 
fueron expresadas en una colección de 
cepas de levaduras como fusiones con 
la protema verde fluorescente (GFPL 
La localización subcelular de cada 
proteína de fusión fue entonces 
determinada mediante microscopía de 
fluorescencia. Las micrograffas 
mostradas ilustran la localización 
indicada de proteínas de fusión 
representativas. (De W.-K, Huh, 

J. V. FalvOy L. C Gerke, A. S, Carroll, 

R. VV. Howson, J. S, Weissman y E. K. 
Ü'Shea, 20Ú3. Nattire 425:686. Imágenes 
cortesía de James Falvo.) 


parece que los geles bidimensionales son capaces de resolver proteínas ;■ 
respondientes sólo a víanos cientos de genes, representando menos de 
10% de todas las proteínas celulares. Una técnica alternativa de «escc 
ha sido desarrollada para eliminar la separación inicial de proteínas : 
diante electroforesis en gel bidimenstemal. En esta técnica, la mezcla de ri 
temas celulares sin fraccionar es digerida mediante proteasa (p. ej., tn 
na), y la compleja mezcla de péptidos es sometida a secuencia ción media 
espectrometría de masas en tándem. Las secuencias de los péptidos intir* 
duales son entonces empleados para la búsqueda de bases de datos j 
identificar las proteínas presentes en la mezcla inicial. Se han desarro 1 i 
métodos adicionales para comparar las cantidades de proteínas en a 
muestras diferentes, permitiendo el análisis cuantitativo de niveles pr 
eos en diferentes tipos de células o en células que han sido sometidas a t 
rentes tratamientos. A pesar de que existen diversos problemas relacic 
dos con la sensibilidad y precisión de estas técnicas, el análisis de mez 
complejas de proteínas mediante la espectrometría de masas de escop 
proporciona una potente técnica para el análisis sistemático de proteínas ai 
l ula res. 

Análisis global de la localización de proteínas 

La comprensión de La función de las células eucariotas necesitará no sólo! 
identificación de las proteínas expresadas en un determinado tipo cekú 
sino también la caracterización de la localización de dichas proteínas en 
interior celular. Como se ha visto en el Capítulo 1, las células eucariotas c 
tienen un núcleo y una variedad de orgánulos subcelulares. El análisis sis 
mático de las proteínas presentes en estos organillos se ha convertido en ; 
objetivo importante para los estudios proteómicos de la biología celuUi 
Una de las técnicas de análisis global de localización de proteínas es ¿ 
lar ei organillo de interés mediante el fraccionamiento sub celular, como i 
ha visto en el Capítulo 1. Las proteínas presentes en los organillos aislad 
pueden entonces ser analizadas mediante espectrometría de masas, la cu 
se ve simplificada puesto que cualquier organillo contiene menos prote ir 
de las que estarían presentes en extractos de células totales. Las mitoconl 
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por ejemplo, se estima que con- 
i unas 1 .000 proteínas diferentes, 
éc - 1 de las cuales han sido 
.tas mediante espectrometría 
de nútocondrias aisladas, 
¿sis similar del proteoma de 
i «anedad de organillos subcelula- 
► acra ai mente uno de los es fuer- 
stigadores principales en di- 
laboratorios y se espera que 
ane una base de datos de 
. entes proteicos de estos corre 
rúos de las células eucariotas. 
técnica alternativa se ha apli- 
r«cientemente al análisis síste- 
de la localización de proteínas 
duras. En estos experimentos, 
stigadores han construido una 
i de cepas de levaduras en las 
.i protema codificada por el 
de la levadura fue expresada 
una pro teína de fusión con la 
\ erde fluorescente (GFP: grc- 
protein ), permitiendo de- 
la localización subcelular de 
i marcada con GFP median- 
copia de fluorescencia (véase 
"r. Mediante esta técnica, las 
roñes subcelulares de más de 
proteínas fue determinada (Fig. 
Esto representa el 75% deí nú- 
: :ai de proteínas de lev aduras, 
en do mu días proteínas cuya lo- 
; subce lular era previamente 
:ida, de modo que este análi- 
[ de localización de proteínas 
•aduras proporciona un catálogo 
ío de la localización proteica 
modelo de célula eucaríota. 


ittc 'acciones proteicas 

' r: teínas casi nunca actúan solas en el interior de la célula. Al contrario, 
nenie funcionan mediante su interacción con otras proteínas perte- 
i a complejos y redes proteicos. Discernir las interacciones entre 
vis por tanto, proporciona pistas importantes sobre la función de 
as nuevas, además de facilitar la comprensión de las complejas redes 
aedanes proteicas que gobiernan el comportamiento celular. Junto 
estudios de localización subcelular global, el análisis sistemático de los 
ems proteicos y sus interacciones se ha convertido en un objetivo 
m*. im po rta n te déla p ro teó mica. 

L r enfoque de análisis de complejos proteicos es aislar una proteína a 
' de células bajo condiciones suaves, de modo que permanece aso- 
con las proteínas con las que normalmente interacciona en el interior 
célula. Los complejos proteicos aislados pueden entonces analizarse 
■d ante espectrometría de masas para identificar todas las proteínas 
sen tes en el complejo. Este enfoque al análisis de interacciones protei- 


Figura 2.33 Un mapa de interacciones proteicas de Drosophila 
meíanogaster Se muestran interacciones entre 2.346 proteínas, con cada 
proteína representada como un círculo situado de acuerdo con su localización 
subcelular. (De L, Qot y cois. 2003. Science 302: 1727), 
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PALABRAS CLAVE 


carbohidrato, monosacárido, 
enlace gJícosidko, oligosacárido, 
polísacárído, glucógeno, almidón, 
celulosa 


lípído, ácido graso, 
triarilglicerolp grasa, fosfolípido, 
gl ice rol fosfolípido, esfíngomielina, 
antipático, glicolípido, cotesterol, 
hormona esteroidea 

ácido desoximbonudeico 
(AON), ácido ribonucleico (ARN), 
ARN mensajero (ARNm), ARN 
ribosómico, ARN de transferencia, 
nudeótido, purina, pirimidina, 
adenina, guanina, ritos i na, trmrna, 
urarilo, Z'-desoxímbosa, r ibasa, 
nudeósido, enlace fosfodiéster, 
oligonudeótido, polinudeótido 

proteina, aminoácido, enlace 
peptídico, polipéptido, 
cristalografía de rayos X, 
estructura primaria, estructura 
secundaria, a-hélke, 
hoja p, estructura terciana, 
dominio, estructura cuaternaria 


bkapa de fosfolípidos 


cas ha sido empleado pa ra investigaciones a gran escala de complejos pr 
teicos en levaduras, y ha identificado numerosas interacciones entre prote 
ñas implicadas en procesos como la señalización celular o la expresi 
gérvica. 

Enfoques alternativos al análisis sistemático de los complejos proteic 
incluyen ensayos de interacciones proteicas in Pitra y los ensayos genétic 
que detectan interacciones entre parejas de proteínas que se introducen < 
células de levaduras* Esta última técnica (denominada método de doble I 
brido en levaduras) fue empleado inicia Intente para estudios a gran esca 
de interacciones entre proteínas de levaduras, pero más recientemente s 
sido aplicada aí estudio sistemático de interacciones entre proteínas de t 
cariotas superiores, corno Drosophila, C etegans y el ser humano. Estos esti 
dios han identificado miles de interacciones proteíha -proteína, que puede 
presentase como mapas que muestran una extensa red de proteínas 
interacdonan en el interior celular (Fig. 233). El discernimiento continuad 
de estas redes de proteínas se espera que extienda nuestra comprensión | 
bre las complejidades de la regulación celular, además de iluminar las J 
dones de muchas de las proteínas todavía sin identificar 
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MOLÉCULAS DE LAS CÉLULAS 

Carbohidratos: Los carbohidratos incluyen azúcares simples y potisacá- 
ridos, Los polisacáridos sirven como formas de almacenamiento de azu- 
cares, componentes estructurales de las células y marcadores en procesos 
de reconocimiento celular. 

hipidos: Los lipidos son los principales componentes de las membranas 
celulares, y sirven como depósito de energía y moléculas de señalización. 
Los fosfolípidos consisten en dos cadenas de ácidos grasos hidrófobos 
unidas a un grupo hidrófilo de cabeza que contiene fosfato. 

Ácidos nucleicos: Los ácidos nucleicos son las principales moléculas de 
información de la célula* Tanto el ADN como el ARN son polímeros de 
nucleÓtidOS de pinina y pírimidina. Los enlaces de hidrógeno entre pares 
de bases complementarias permiten a los ácidos nucleicos dirigir su pro- 
pia replicaeión. 


Proteínas: Las proteínas son polímeros de 20 aminoácidos distintos, cada 
uno de los cuales tiene una cadena lateral distinta con propiedades quí- 
micas especificas* Cada proteína tiene una secuencia de aminoácidos 
propia, que determina su estructura tridimensional* En la mayoría de las 
proteínas, combinaciones de a- hélices y hojas se pliegan en dominios 
globulares con aminoácidos hidrófobos en el interior y aminoácidos hi- 
drófilos en la superficie. 


MEMBRANAS CELULARES 

Ltpidos de membrana: La estructura básica de todas las membranas celu- 
lares es una bicapa de fosfolípidos* Las membranas de células animales 
también contienen glucolípidos y coles terol* 
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RESUMEN 


Proteínas de membrana: Las proteínas pueden estar insertadas en la bica- 
pi lipídica o bien asociadas a la membrana indirectamente, a través de 
fcteraccíones proteína-proteína. Algunas proteínas atraviesan ía bicapa 
Bpdica; otras están ancladas a una vertiente de la membrana. 

Transporte a través de membranas celulares : Las bicapas lipídicas son 
r^rrr.eables sólo a moléculas pequeñas no cargadas. Los iones y la mayo- 
cá de las moléculas polares son transportados a través de las membranas 
celulares por proteínas de transporte específicas, cuya actuación puede 
mee acoplada a la hidrólisis o síntesis de ATP. 

PROTEÓMICA: EL ANÁLISIS A GRAN ESCALA 
3E LAS PROTEÍNAS CELULARES 

identificación de proteínas celulares: La caracterización del com pie men- 
tí proteico completo de las células es uno de los objetivos principales de 
£ proteómica. Un método establecido para los estudios de proteómica es 
fc electroforesis en gel bidimerisional, que puede emplearse para separar 
Bules de proteínas celulares. La espectrometría de masas proporciona 
arj herramienta potente para la identificación de proteínas, lo que pue- 
de emplearse para analizar muestras de proteínas separadas mediante 
s viiroforesis en gei bi dimensional o para identificar proteínas a partir de 
e* tractos celulares sin fraccionar. 

Análisis global de la localización de las proteínas: Los organillos subce- 
fckies aislados pueden ser analizados mediante espectrometría de masas 
f iri determinar sus constituyentes proteicos. Alternativamente, se puede 
t - rcar un gran numero de proteínas con la pro teína verde fluorescente 
pora los estudios globales de localización de proteínas, 

acción proteica: Una variedad de técnicas a gran escala están siendo 
apocadas a la identificación sistemática de las interacciones y complejos 
prc -eína- pro teína con el objetivo de dilucidar las complejas redes de 
reacciones proteicas que regulan ei comportamiento celular. 


PALABRAS CLAVE 


mosaico fluido, proteína integral 
de membrana, proteína periférica 
de membrana, proteína 
transmembrana, barril- ^ 


canal proteico, proteína 
transportadora, transporte pasivo, 
transporte activo 


genómíca, proteómica, pro team a, 
electroforesis en gel 
bídimensíonaL espectrometría 
de masas 


Preguntas 

características del agua contri- 
ser. a su función como la molécula 
? abundante de Jas células? 

K pesar de que el glucógeno y la celu- 
están compuestos por moa omeros 
chicosa* son químicamente distintos. 
k qué sentido ? 

> son Jas principales funciones 
¿ grasas y los fosf olípidos en las cé- 


» Además de servir como bloques de 
BStrucción para los ácidos nucleicos, 
■é ctras fundones importantes poseen 
* - udeótidos en tas células? 

A S eliminas todas las bases de una mo- 
fecal* Je ARNm, ¿podría seguir funcio- 


nando como molécula transpor adora de 
información? 

6, ¿Cuá! era ia evidencia experimental 
que demostró que la información nece- 
saria para el plega miento de proteínas 
está contenida en ia secuencia de sus 
aminoácidos? 

7. ¿Cómo facilita la cadena lateral de la 
cisterna el plegamiento de algunas pro- 
teínas? 

8. ¿Cuáles son los papeles biológicos del 
colesterol? 

9, ¿Por qué son las regiones que atravie- 
san la membrana de las proteínas trans- 
membrana frecuentemente a-hélices? 
¿Qué otra estructura proteica es capaz 
de atravesar membranas? 


10, ¿Cuál de los siguientes aminoácidos 
es más probable encontrarse en una a- 
hélice trans membrana? 


a) Lisina 

b) Glutamina 

c) Ácido aspártico 

d) Alanina 

e) Arginina 


11* ¿Qué propiedades de las proteínas 
son las aprovechadas para la separación 
de proteínas individuales a partir de 
una mezcla compleja mediante electro- 
foresis en gel bídimensional? 


12. Haz una lista y explica brevemente 
las técnicas de proteómica a gran escala 
para determinar la localización subcelu- 
lar de las proteínas. 
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Las células llevan a cabo una gran variedad de reacciones químicas, respon- 
sables tanto de la degradación de moléculas que sirven como alimento, 
como de la síntesis de los constituyentes celulares. Este capítulo presenta 
una 'visión general de esta compleja red de reacciones químicas, que consti- 
tuyen el metabolismo de la célula. No pretende ser una revisión en detalle 
de la bioquímica ni describir todas las reacciones metabólicas que tienen 1 Li- 
gar en el interior celular Al contrarío, este capitulo se centra en tres temas 
principales: el papel de las proteínas como catalizadores biológicos, la gene- 
ración y utilización de la energía metabólica, y la biosíntesis de los princi- 
pales constituyentes celulares. Una apreciación de estos aspectos clave es 
básica para la comprensión de los div ersos aspectos de la estructura y fun- 
dón celular que se revisará a lo largo del resto del texto. 


Papel central de las enzimas 
como catalizadores biológicos 


■ Las enzimas son unos 
activadores increíbles. Algunas 
«ranas son capaces de 
rsnt mentar la tasa de una 
'•serio n tanto como 10 1B veces en 
comparación con una reacción sin 
catalizar, de modo que un proceso 
normalmente tardarla billones 
áe años puede tener lugar en 
mcms de un segundo. 


Una tarea fundamental de las proteínas es actuar como enzimas —cataliza- 
dores que incrementan la velocidad de prácticamente todas las reacciones 
químicas dentro de la célula — , Aunque los ARN son capaces de catalizar al- 
gunas reacciones, la mayoría de las reacciones biológicas son catalizadas 
por proteínas. En ausencia de catálisis enzimática, la mayoría de las reaccio- 
nes bioquímicas son tan lentas que no ocurrirían en condiciones de tempe- 
ratura y presión compatibles con la vida* Las enzimas aceleran la velocidad 
de estas reacciones muy por encima de un millón de veces, de tal forma que 
reacciones que tardarían años en la ausencia de catálisis pueden ocurrir en 
fracciones de segundos sí son catalizadas por la enzima adecuada. Las célu- 
las contienen miles de enzimas diferentes, y su actividad determina cuáles 
de las múltiples reacciones químicas posibles tienen lugar en la práctica 
dentro de la célula, 


Actividad catalizadora de las enzimas 

Como todos ios demás catalizadores, Jas enzimas se caracterizan por dos 
propiedades fundamentales. En primer lugar, aumentan la velocidad de las 
reacciones químicas sin ser consumidas o alteradas permanentemente por 
la reacción. En segundo lugar, aumentan la velocidad de las reacciones sin 
alterar el equilibrio químico entre sustratos y productos. 
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Animación web 


Catalizadores y activación 
de la energía 

En una reacción química, una enzima 
disminuye La cantidad de energía 
necesaria para alcanzar el estado de 
transición, permitiendo que fa reacción 
tenga lugar a una velocidad acelerada. 



Figura 3,1 Diagramas energéticos 
para reacciones catalizadas y no 
catalizadas. La reacción ilustrada es 
la conversión simple de un sustrato 5 a 
un producto P. Debido a que el estado 
final de energía de P es menor que el 
de 5, la reacción progresa de izquierda 
a derecha. Para que la reacción tenga 
lugar, sin embargo, S debe pasar 
primero por un estado de transición de 
mayor energía. La energía requerida 
para alcanzar este estado de transición 
da energía de activación) representa 
una barrera al desarrollo de la reacción 
y por lanío determina la velocidad a la 
que la reacción avanza. En presencia 
de un catalizador (p. ej., una enzima), 
la energía de activación disminuye y la 
reacción se produce a una velocidad 

acelerada 


Estos principios de catálisis enzimátiea se ilustran en el siguiente ejem- 
plo, en el que una molécula sobre la que actúa un enzima (denominada sus- 
trato [5]) se convierte en un producto (P) como resultado de la reacción. L r 
ausencia de enzima, la reacción puede escribirse como sigue: 

S^±P 

El equilibrio químico entre $ y P depende de las leyes de la termodiná- 
mica (como se trata más adelante en la siguiente sección de este capítulo) v 
se representa como la razón de las velocidades de las reacciones directa e Iré 
versa (S^P y P— *S t respectivamente)* En presencia de la enzima apropiada 
la conversión de S a P se acelera, pero el equilibrio entre S y P no se altera 
Por lo tanto, la enzima debería acelerar las reacciones directa e inversa 
Igualmente, La reacción puede escribirse como sigue: 

S^P 

Obsérvese que la enzima (E) no se altera por la reacción, así que el equili- 
brio químico se mantiene inalterado, determinado tan sólo por las propie- 
dades termodinámicas de S y P. 

El efecto de la enzima en una reacción como esta se ilustra mejor por los 
cambios energéticos que deben ocurrir durante la conversión de $ a ? 
(Fig. 3.1). El equilibrio de la reacción viene determinado por el estado ener- 
gético final de S y P, que no están afectados por la catálisis enzimátiea. Para 
que la reacción enzimátiea pueda producirse, sin embargo, el sustrato debe 
convertirse primero a un estado de mayor energía, denominado estado de 
transición. La energía necesaria para alcanzar el estado de transición (la 
energía de activación) constituye una barrera para el desarrollo de la reac- 
ción, limitando la velocidad de la reacción* Las enzimas (y otros catalizado- 1 
res) actúan reduciendo la energía de activación, incrementando de esta 
modo la velocidad de la reacción. El incremento de velocidad es el mismo 
tanto en la dirección directa como en la inversa, ya que ambas deben pasar 
por el mismo estado de transición. 

La actividad catalítica de las enzimas implica su unión a los sustratos 
para formar un complejo enzima-sustrato (ES), El sustrato se une a una re- 
gión específica de la enzima, denominada lugar activo. Mientras está ligado 
al lugar activo, el sustrato se convierte en el producto de la reacción, que en- 
tonces se separa de la enzima. La reacción catalizada por enzimas puede 
por tanto escribirse como sigue: 

S + E — ES^tE + P 

Obsérvese que E aparece inalterada en ambos lados de la ecuación, así que 
el equilibrio no se afecta. Sin embargo, la enzima proporciona una superfi- 
cie sobre la que las reacciones que convierten S en P pueden tener lugar mas 
fácilmente. Ésto es el resultado de las interacciones entre la enzima y sustra- 
to que disminuyen la energía de activación y favorecen la formación del es- 
tado de transición. 

Mecanismos de catálisis enzimátiea 

La unión del sustrato al sitio activo de una enzima es una interacción muv 
específica. Los lugares activos son grietas o hendiduras en la superficie de 
una enzima, habitual mente compuestas de aminoácidos de diferentes par- 
tes de la cadena polipeptídica que se aproximan con la estructura terciaria 
de la proteína plegada. Los sustratos se ligan inicialmente al lugar activo 
mediante interacciones no envalentes, incluyendo enlaces de hidrógeno, en- 
laces iónicos e interacciones hidrófobas. Una vez que el sustrato está unide 
al lugar activo de una enzima, múltiples mecanismos pueden acelerar su 
conversión en el producto de la reacción. 
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Sustratos 


Enzima 


*** 



Complejo enzima-sustrato 


Aunque este sencillo ejemplo tratado en la sección anterior implicaba 
única molécula de sustrato, la mayoría de las reacciones bioquímicas 
an interacciones entre dos o más sustratos diferentes. Por ejemplo, la 
*ción de un enlace peptídico implica la unión de dos aminoácidos, 
reacciones como esta, la unión de dos o más sustratos al lugar activo 
2 posición y orientación adecuada acelera la reacción (Fig, 3*2). La enzi- 
proporciona un molde sobre el que los re a c tan tes se aproximan y se 
an correctamente para favorecer la formación del estado de transición 
ei que interactúan. 

Las enzimas también aceleran las reacciones alterando la conformación de 
- rs tratos para acercarse al del estado de transición. El modelo más send- 
mteracción en zima -sustrato es el modelo de la llave y la cerradura, en 
el sustrato encaja perfectamente en el sitio activo (Fig. 3.3 A). En mu- 
casos, sin embargo, las configuraciones tanto de la enzima como del sus- 
son modificadas por la unión del sustrato — un proceso denominado 
inducido (Fig. 3.3BJ — . En estos casos la conformación del sustrato se 
de tal forma que se asemeja más a la del estado de transición. El estrés 
do por esta distorsión en el sustrato puede facilitar aún más su eon- 
hasta alcanzar el estado de transición debilitando enlaces cruciales. 
S el estado de transición se estabiliza por su estrecha unión a la ertzi- 
-mi nuyendo de este modo la energía de activación requerida. 

Ararte de reunir múltiples sustratos y distorsionar la conformación de 
sustratos para aproximarlos al estado de transición, muchas enzimas 
an directamente en el proceso catalítico. En estos casos, las 
laterales específicas de aminoácidos en el sitio activo pue- 
re accionar con el sustrato y formar enlaces con intermediarios 
a reacción. Los aminoácidos ácidos y básicos están frecuente- 
implicados en estos mecanismos catalíticos, como se de- 
a en la siguiente discusión sobre la quimo tripsina como un 
ío de catálisis enzima tic a. 

Lá quimotrípsina es miembro de una familia de enzimas (las se- 
r rrrteasas) que digieren las proteínas catalizando la hidrólisis 
t á enlaces peptídicos. La reacción puede escribirse como sigue: 


Figura 3-2 Catálisis enzim ática de 
una reacción entre dos sustratos. La 

enzima proporciona un molde sobre el 
que los recetantes se aproximan en la 
posición y orientación adecuada para 
reaccionar entre sí. 


© 


Animación web 


Reacciones catalizadas 
por enzimas 

En este ejemplo, una enzima 
proporciona un molde sobre el que dos 
sustratos entran en contacto en la 
posición y orientadón adecuada para 
poder reaccionar entre sí. 


(A) /M Sí 

/ 

Enzima 


Modelo de 
la llave y 
la cerradura 



Pro teína + FLO — * Péptido] + Péptido z 


f.ra 3.3 Modelos de la interacción enzima-sustrato, (A) En el 
mai - . dé la llave y la cerradura, ei sustrato encaja perfectamente en el 
Ck activo de la enzima. (B) En el modelo de ajuste inducido, la unión del 
Ksrato distorsiona las conformaciones tanto de la enzima como del 
errare Esta distorsión aproxima al sustrato a la conformación del 
kxIí de transición, acelerando de este modo la reacción. 


<B) 


El sustrato y la enzima 
son distorsionados a 
la conformación de: 
estado de transición 




Sección 


Introducción 


7S 


■ Las p rote asas juegan una 
diversidad de papeles en Las 
células y en los virus. Algunas 
proteínas del VIH son sintetizadas 
como precursores que requieren su 
escisión por una p rotea sa viral 
para hacer partículas virales 
infecciosas. La inhibición de la 
proteasa bloquea la re plica ció n deí 
VIH, y actualmente se emplean 
medicamentos diseñados para 
inhibir la proteasa para el 
tratamiento del SIDA. 


Los diferentes miembros déla familia de las serín proteasas (incluyendH 
quimo tripsina, tripsina, el asta sa y trombina) tienen especificidades de - 
trato características; rompen preferentemente enlaces peptfdícos adyao^B 
tes a diferentes aminoácidos. Por ejemplo, mientras que la quimotripsaH 
digiere enlaces adyacentes a aminoácidos hidrófobos, como el triptóíancB 
la fenilalanina, la tripsina digiere enlaces junto a aminoácidos básicos, cooB 
la lisina y la arginina. Todas las serín proteasas, sin embargo, son simílasiM 
en estructura y emplean el mismo mecanismo de catálisis. Los sitios 
de estas enzimas contienen tres aminoácidos cruciales — se riña, histidinaH 
aspartato — que conducen la hidrólisis del enlace peptídico. En verdad JA 
tas enzimas se denominan serín proteasas debido al papel central del 
dúo de serina. 

Los sustratos se ligan a las serín proteasas mediante la inserción del 
noácido adyacente al sitio de corte en un bolsillo en el lugar activo de la zm 
zima fFig. 3.4), La naturaleza de este bolsillo determina la especificidad ai 
sustrato de los diferentes miembros de la familia de las serín proteasas. m 
ejemplo, el bolsillo de unión de la quimotripsina contiene aminoácidos JA 
drófobos que interaccionan con las cadenas laterales hidrofóbicas de sj 
sustratos preferidos. En contraste, el bolsillo de unión de la tripsina corJ 
ne un aminoácido cargado negativamente (aspar tato), que es capaz de * J 
mar un enlace iónico con residuos de arginina o de lisina de sus sustrsij 

La unión del sustrato sitúa al enlace peptídico para ser desdoblado J 
cano a la serina del lugar activo (Fig. 3.5), El protón de esta serina entor J 
se transfiere a la histidina del lugar activo. La conformación del lugar actJ 
favorece esta transferencia de protones porque la histidina interacciona a 
el residuo de aspartato cargado negativamente. La serina reacciona con A 
sustrato, formando un intermediario o estado de transición tetrahédric^ ■ 
enlace peptídico entonces se desdobla, y La porción C-terminal del su-^J 
se libera de la enzima. Sin embargo, el péptido N-tenninal permanece -*d 
do a la serina. Esta situación se resuelve cuando una molécula de agu^ A 
segundo sustrato) entra en el sitio activo y revierte las reacciones precoz J 
tes. El protón de la molécula de agua se transfiere a la histidina, y su gnJ 
hidroxilo al péptido, formando un segundo estado de transición tetrahecj 
co. El protón se transfiere entonces de la histidina de vuelta a la serina \ A 
péptido se libera de la enzima, completando la reacción. 



Enlace peptídico 
que será escindido 


Quimotripsina 


Interacción hidrofóbica 

Figura 3.4 Ligamiento del sustrato por las serín proteasas. El aminoácido 
adyacente a! enlace peptídico que será roto se inserta en un «bolsillo» en el sitie 
activo de la enzima. En la quimotripsina, el bobillo liga aminoácidos hidrófobos 
bolsillo de unión de la tripsina contiene un residuo de aspartato cargado 
negativamente que liga aminoácidos básicos mediante una interacción iónica. 



Interacción iónica 


T ripsir^ 
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Sitio de corte 


C terminal 


La Ser- 195 transfiere un H + a la 
His-57 y forma un intermediario o 
estado tetrahédrico de transición 
con el sustrato, El Asp-1ü2 
estabiliza la transferencia dei H + 
a Ja His-57 mediante una 
interacción iónica 


His- 57 Ásp-i-02 


C terminal 


El H + transferido de Ja 
His-57 al sustrato; ruptura 
del enlace peplldico 


Péptido libre 


Serbas 


His-57 Asp-102 


Entra H ? 0 en el sitio activo 
formando un enlace de hidrógeno 
con la His-57 


His-57 Asp -102 


El H 2 0 transfiere un H + a la His-57 
y OH‘ al sustrato, formando un 
segundo estado de transición 
tetrahédrico 




Et H + transferido de la His-57 de 
vuelta a la Ser-195; el péptido N 
terminal se libera de la enzima 


His-57 


Figura 5,5 Mecanismo catalítico de 
la químiotrípsína. Tres aminoácidos 
en el sitio activo (Ser- 195, His-57 y 
Asp-102) desempeñan papeles 
cruciales en la catálisis. 
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Este ejemplo ilustra diversos aspectos de la catálisis enzimática; la espe- 
cificidad de las interacciones enzima-sus trato, la colocación de las distintas 
moléculas de sustrato en el sitio activo, y la implicación de los residuos del 
sitio activo en la formación y estabilización del estado de transición. Aun- 
que miles de enzimas en las células catalizan muchos diferentes tipos de 
reacciones químicas, los mismos principios básicos se aplican a su funcio- 
namiento. 

Coenzimas 


Además de unir a sus sustratos, los lugares activos de muchas enzimas li- 
gan otras pequeñas moléculas que participan en la catálisis. Los grupos 
prostéticos son pequeñas moléculas unidas a proteínas en las que desempe- 
ñan papeles cruciales. Por ejemplo, el oxígeno transportado por la mioglo- 
hína y la hemoglobina está unido al hemo, un grupo prostético de estas pro- 
teínas. En muchos casos iones metálicos (como el cinc o el hierro) están 
unidos a enzimas y desempeñan papeles centrales en el proceso catalítio 
Además, varias moléculas orgánicas de bajo peso molecular participan en 
tipos específicos de reacciones enzimáticas. Estas moléculas se denominar 
coenzimas porque trabajan junto con las enzimas para aumentar la veloci- 
dad de reacción. A diferencia de los sustratos, las coenzimas no se alten 
de forma irreversible por las reacciones en las que participan. Más bien, 
reciclan y pueden participar en múltiples reacciones enzimáticas. 

Las coenzimas sirven como transportadores de distintos tipos de grup 
químicos. Un ejemplo importante de una coenzima es el nicotínamm ade- 
nín dinucleótido (NAD% que funciona como transportador de electros 
en reacciones de óxido-reducción (Fíg. 3.6). El NAD’ puede aceptar un i ó 
de hidrógeno (H + ) y dos electrones (e ) de un sustrato, formando NADH. 
NADH puede entonces donar estos electrones a un segundo sustrato, refoi 
mando el NADT De este modo, el NAD' transfiere electrones del prim. 
sustrato (que se oxida) al segundo (que se reduce). 

Otras coenzímas diversas también actúan como transportadores de ei 
trenes, e incluso otras están implicadas en la transferencia de una varié' 
de grupos químicos adicionales (p, ej T , grupos carboxilo y grupos acilo; Ti 
bla 3.1). Las mismas coenzimas funcionan junto a una variedad de diferí 
tes enzimas para catalizar la transferencia de grupos químicos específic 
entre una amplía gama de sustratos. Muchas coenzimas están estréchame 
te relacionados con las vitaminas, que contribuyen a formar parte o toda 
estructura de la coenzíma. Las vitaminas no son necesarias para bacteri 
como E „ cali pero son componentes necesarios de Ja dieta de los humanos 
otros animales superiores, que han perdido la capacidad para sintetizar 
tos compuestos. 


Tabla 3.1 Ejemplos de coenzimas y vitaminas 


Coenzima 

Vitamina relacionada 

Reacción química 

NAD", NADF 

Niacina 

Óxidivreducrión 

FAD 

Riboflavina (Bj) 

Óxido-reducción 

Ti amina pírofosfato 

Tiamina (Bj) 

Transferencia de grupos 
aldehido 

Coenzíma A 

Partfoténico 

Transferencia de grupo* adío 

Tetrahidrofalato 

Folato 

Transferencia de grupos 
de un carbono 

Biotina 

Biotina 

Caiboxiladón 

Piridóxal fosfato 

Piridóxal (BJ 

Tran seminación 
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: - Papel del NAD J en las reacciones de 
cción. (A) El n i cotira mí n adenin 
Béd \ AD~ ) a ctúa com o un transportador 
teoes en las reacciones de óxido-reducción 
* 2 : electrones (e) para formar NADH, (B) 
*plc el NAD" puede aceptar electrones de 
>1), p roducien do SI oxi d a do m ás 
L El NADH formado en esta reacción puede 
s* rrznsrerir sus electrones a un segundo 
. -I produciendo S2 reducido y 
amáo XAD". El efecto neto es la 
ncLa de electrones (transportados por 
1 de f 1 ique se oxida) a S2 (que se reduce). 


II H o 

h-c-oh + CH3+ — ► c ' + l l + □+ 


H 0 

Y + CZZ3 + 

SSlQiíl 


H 

h-c-oh + ryr\ + 

^ír«!) 



H 

H-C-OH 

SÍ tre d) 



H O , 

Y/ + H-C-OH 

[ c 

Sirtwt) 


- . : : : n de la actividad enzimátíca 

importante de la mayoría de las enzimas es que sus actividades 
r discantes, pero en cambio pueden ser moduladas. Esto es, las acti- 
c- As enzimas pueden ser reguladas de tal forma que funcionan 
Armente para cubrir las diversas necesidades fisiológicas que pue- 
r durante el ciclo celular. 

frecuente de regulación enzima tica es la inhibición por retroalí- 
en la que el producto de una vía metabólica inhibe la actividad 
enzimas implicadas en su síntesis. Por ejemplo, el aminoácido 
sintetiza a través de una serie de reacciones comenzando por 
treonina (Fig. 3.7). El primer paso de la vía está catalizado 
Hhaz.rr.ii treonina deaminasa, que es inhibida por la isoleucina, el pro- 
t -- de la vía. De este modo, una cantidad adecuada de isoleucina en 
inhibe ía treonina desaminasa, bloqueando una síntesis mayor de 
>■ la concentración de isoleucina disminuye, la inhibición por re- 
■ ación disminuye, la treonina desaminasa ya no se inhibe, y se sin- 

l adicional. Regulando de este modo la actividad de la trea- 
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Treonína 


Treonína 

desaminasa 




o-Cetobütirato 


$ 

I 


Iso leu ana 


Figura 5,7 Inhibición por 
retro alimentación. El primer paso en 
la conversión de treonína a isoleucina 
es catalizado por la enzima treonína 
desaminasa. La actividad de esta 
enzima está inhibida por la isoleucina, 
el producto final de 3a vía. 


nina desaminasa, la célula sintetiza la cantidad necesaria de isoleucina perc 
evita desperdiciar energía en la síntesis de más isoleucina de la necesaria 

La inhibición por retroalimentacitm es un ejemplo de la regulación alus 
térica, en la que la actividad enzima tica se controla por la unión de molécu- 
las pequeñas a los lugares reguladores de la enzima (Fig. 3.8). El término 
«regulación alostéríca » deriva del hecho de que las moléculas reguladoras 
no se unen al sitio catalítico, sino a un sitio específico en la proteína 
(alio ~ < otro» y steric = «sitio»). La unión de la molécula reguladora cambia 
la conformación de la proteína, lo que a su vez altera la forma del sitio acti- 
vo y la actividad catalítica de la enzima. En el caso de la treonína riesairuna*| 
sa, el ligamiento de la molécula reguladora (isoleucina) inhibe la actividad 
enzima tica. En otros casos las moléculas reguladoras actúan como activad» 
res, estimulando en vez de inhibir sus enzimas diana. 

Las actividades de las enzimas también pueden ser reguladas por sus I 
interacciones con otras proteínas y por modificaciones envalentes, como U| 
adición de grupos fosfato a residuos de serina, treonína o tirosína. La fosfo- , 
rüadón es un mecanismo especialmente frecuente para regular la actividad 
enzimática; la adición de grupos fosfato puede estimular o inhibir las ach 
vidades de muchas enzimas diferentes (Fig. 3.9). Por ejemplo, las célula 
musculares responden a la epinefrina (adrenalina) degradando el glucóge- 
no a glucosa, proporcionando de este modo una fuente de energía para un 
actividad muscular aumentada. La degradación del glucógeno es cat aliz a 
da por la enzima glucógeno fosforilasa, que se activa por la fosforilación t 
respuesta a la unión de la epinefrina a un receptor en la superficie de 1 
célula muscular. La fosforilación de proteínas desempeña un papel centra 
en el control no sólo de las reacciones meta bélicas sino también de ru- 
chas otras fundones celulares, incluyendo el crecimiento y diferenciad*: 
celular. 


Energía metabólica 

Muchas tareas que debe realizar una célula, como el movimiento y la sin t 
sis de macrojnoléculas, requieren de energía. Una gran parte de las acth i 
dades de la célula están por tanto dedicadas a obtener energía del entorno 
a emplear esa energía para activar reacciones que la necesitan. Aunque I 
enzimas controlan la velocidad de prácticamente todas las reacciones q_ 


Figura 3.8 Regulación alostéríca. En 

este ejemplo, la actividad enzimática es 
inhibida por la unión de una molécula 
reguladora a un sitio a ios té rico En 
ausencia del Inhibidor, el sustrato se 
une al sitio activo de la enzima y ¡a 
reacción progresa. La unión del 
inhibidor al sitio alostérlco induce un 
cambio conformacional en la enzima e 
impide la unión del sustrato. La 
mayoría de las enzimas alostérieas 
constan de múltiples subunidades. 


Activo 


Sustrato unido 
ai sitio activo 


Inactivo 


«> 

ft « 



Inhibidor anido 
al sitio alostérico 
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Fosforilación de proteínas 


Epinefrina 
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Figura 3.9 Fosforilación de 
proteínas. Algunas enzimas están 
reguladas por la adición de grupos 
tosíalo a los grupos OH de las cadenas 
laterales de residuos de se riña (como 
se muestra aquí), treonína o tirosina. 
Por ejemplo r la enzima glucógeno 
fosforilasa, que cataliza la conversión 
del glucógeno a glucosa- 1- fosfato, es 
activada por fosforilación en respuesta 
a la unión de epinefrina alas células 
mu sculares. 


inactiva 


i 

i 

I 


Activa 



Glucógeno 


Glucosa-!' 

fosfato 


dentro de las células, la situación de equilibrio de las reacciones qui- 
sa está afectada por la catálisis enzima tica. Las leyes de la termodi- 
i £; ciernan el equilibrio químico y determinan la dirección energéti- 
k favorable en todas las reacciones químicas. Muchas de las 
que deben tener lugar dentro de las células son energéticamente 
zab i es v por tanto sólo pueden producirse con un ingreso adicional 
rw En consecuencia, las células deben gastar constantemente ener- 
del entorno. La generación y utilización de energía meta bélica 
ktto fundamental en toda la biología celular. 


■Cuenca de las reacciones bioquímicas se describe mejor en términos 
■oor termodinámica denominada energía libre de Gíbbs (G), así lia- 
iscr i — ah Willard Gibbs. La variación en la energía libre (AG) de una 


b jf > -rbido durante una reacción química) y la entropía (el grado de 


resulta de una reacción) para predecir si una reacción es o no 


te favorable. Todas las reacciones químicas progresan espon- 


i la dirección energéticamente favorable, acompañadas por 
■Bi - en la energía libre (AG < 0). Por ejemplo, considérese una hipo- 
W: : n en la que A se convierte en B: 


r<t. esta reacción progresará en la dirección directa, como se ha escri- 
'Aí > 0, sin embargo, ia reacción progresará en la dirección inversa y B 

■ertirá en A. 

tió de una reacción viene determinada no sólo por las propiedades i li- 
pas? los reacta n tes y los productos, sino también por sus concentra - 

mj tras condiciones de la reacción (p, ej., la temperatura). De este 
r b ún¡ definir la variación de energía libre de una reacción en condi- 
ÜmiLiTidar. (Las condiciones estándar se considera que son 1 M de con- 
kst de todos los rea c tan tes y productos y 1 atm de presión), La va- 


ibre y ATP 


M/rr combina los efectos de cambios en la entalpia (el calor que se libe- 
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ríacíon de energía líbre estándar (AG 0 ) de una reacción está directamente 
lacionada con su situación de equilibrio porque la AG actual es una fu 
de tanto AG° como de las concentraciones de reaetanfes y productos 
ejemplo, considérese la reacción 

A^B 

La variación de energía líbre puede escribirse como sigue: 

AG ~ AG° + RT In [B] / [A] 

donde R es la constante de gases y T es la temperatura absoluta. 

En equilibrio, AG - 0 y la reacción no progresa en ninguna dirección 
constante de equilibrio para la reacción (K- [ B] / [ A] en equilibrio) esta 
este modo directamente relacionada con AG ; por la reacción anterior 
puede expresarse como sigue: 

0 = AG D + RT ln K 

o 

AG° = -RT T ln K 

Si la relación actual [B]/[A] es mayor que la razón de equilibrio (K), AG 
y la acción procede en el sentido inverso (conversión de B en A), Por 
parte, sí la razón [B]/[A] es menor que la razón de equilibrio^ AG < 0 v . 
convertida en B. 

La variación de energía líbre estándar (AG°) de una reacción deter 
por tanto, su equilibrio químico y predice en qué dirección progresará la 
acción en cualquier conjunto dado de condiciones. Para las reacciones 
químicas, la variación de energía libre estándar se expresa habitualm 
como A G°-, que es la variación de energía libre estándar de una reacci 
un medio acuoso a pH - 7, aproximadamente las condiciones dentro de 
célula. 

Muchas reacciones biológicas (como la síntesis de macromoléculas) 
termodmámicamente desfavorables (AG > 0) en condiciones celulares, 
que estas reacciones puedan progresar, se necesita una fuente adicional 
energía. Por ejemplo, considérese la reacción 


A^B 


AG “ +10 kcal/mol 


La conversión de A en B es energéticamente desfavorable, de moda qu^ 
reacción progresa en la dirección inversa en vez de en la directa* Sin e 
go, la dirección puede conducirse en la dirección directa acoplando la 
versión de A en B con una reacción energéticamente favorable, como: 

C^D AG =; -20 kcal/mol 

Si estas dos reacciones se combinan, la reacción combinada puede escrib 
como sigue: 

A + C^B + D AG = -lü kcal/mol 

La AG de la reacción combinada es la suma de las variaciones en la ene 
libre de sus componentes individuales, así que la reacción combinada 
energéticamente favorable y progresará como se describe. De este modo 
conversión energéticamente desfavorable de A en B está facilitada por 
combinación con una segunda reacción asociada con una gran dismimi 
en la energía libre. Las enzimas son responsables de llevar a cabo estas re 
clones combinadas de una forma coordinada. 

La célula utiliza este mecanismo básico para facilitar las muchas reac 
nes energéticamente desfavorables que deben tener lugar en los síste 
biológicos. El adennsín 5 '-trifosfato ÍATP) desempeña un papel prota 
nista en este proceso actuando como un depósito de energía libre dentro 
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Figura 3.10 Eí ATP como deposito de 
energía libre. Los enlaces entre los 
grupos fosfato del ATP se denominan 
enlaces de afta energía porque su 
hidrólisis produce un gran descenso de 
la energía líbre. El ATP puede ser 
hidrolizado bien a ADP más un grupo 
tosíate £HFG|“) o a AMF más 
pkoíosfato. En este último caso, el 
pkofosfato es a su vez rápidamente 
hidrolizado, liberando energía libre 
adicional. 


Q- 

1 


-O -p-OH {©.) 


Fíg, 3.10). Los enlaces entre los fosfatos del ATP se conocen corno 
de alta energía porque su hidrólisis se acompaña de un descenso 
nte grande en la energía libre. No hay nada especial en los enla- 
; en sí mismos; se denominan enlaces de alta energía solo por- 
gran cantidad de energía libre se libera cuando son hidrolizados 
¿e la célula. En la hidrólisis del ATP a ADP más fosfato (R), A G ot - 
al mol Recuérdese, sin embargo, que AG°* se refiere a las «condi- 
«andar» en las que las concentraciones de todos los productos y 
son de 1 AL Las concentraciones reales de P, son aproximada- 
1 0 M f y las concentraciones intraceiu ¡ares de ATP son mayores 
A PP Estas diferencias entre las concentraciones intraceiu lares y 
do estándar favorecen la hidrólisis de ATP, así que para la huiro- 
ATP dentro de la célula AG es aproximadamente -12 kcal/mol. 
i alternativa, el ATP puede ser hidrolizado a AMP más p i rolos - 
Esta reacción produce aproximadamente la misma cantidad de 
hbre que la hidrólisis de ATP a ADR Sin embargo, el pirofosfato 
en esta reacción a su vez rápidamente se hidmliza, con una AG 
la de la hidrólisis de ATP, De este modo, la variación total de 
ere que resulta de la hidrólisis de ATP a AMP es aproximada - 
. doble de la obtenida de la hidrólisis de ATP a ADR En compara- 
ba ace entre el azúcar y el grupo fosfato del AMP, en vez de tener 
rgia. es un típico enlace covalen te; para la hidrólisis de AMR 
kcal/mol, 

taác al descenso acompañante en la energía libre, la hidrólisis de ATP 
err riearse para promover otras reacciones que requieren energía 
dé la célula. Por ejemplo, la primera reacción de la glicóüsis (tratada 
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en la siguiente sección) es la conversión de glucosa a ghicosa-ó-fosfato. 
reacción puede escribirse como sigue: 

Glucosa + Fosfato (HFOl) -> Glucosa- 6-fosfato + FLO 


Debido a que esta reacción es energéticamente desfavorable tal y como 
escrita (AG° r - +3,3 kcal/mol), debe facilitarse en la dirección directa 
piándose a la hidrólisis de ATP (AG°' --7,3 kcal/mol): 

ATF + H 2 0 -4 ADF + HFOf" 

La reacción combinada puede escribirse como sigue: 

Glucosa + ATP — > Glucosa- ó- fosfato + ADP 


Animación web 
Glicólisís 

La glicólisís es la fase ¡nidal de la 
degradación de la glucosa, resulta ndo 
en dos moléculas de píruvato y una 
ganancia neta de dos moléculas de AIR 



La variación de energía libre para esta reacción es la suma de las variado 
de energía libre de las reacciones individuales, así que para la reacción co 
binada AG°' = -4,0 kcal/mol, favoreciendo la formación de glucosa-ó- 
tate. 

Otras moléculas, incluyendo otros nucleótidos trifosfatos (p. ej., guatv 
na 5- trifosfato, GTF), también tienen enlaces de alta energía y pueden u‘ 
zarse como el ATP para promover reacciones que requieren energía. Par; 
mayoría de las reacciones, sin embargo, el ATF proporciona la energía 11 
Las reacciones que producen energía dentro de i a célula están, por tan 
acopladas a la síntesis de ATF, mientras que las reacciones que requie 
energía están acopladas a la hidrólisis de ATP. Los enlaces de alta ene 
del ATP desempeñan de este modo un papel crucial en el metabolismo 
lular al servir como forma de depósito de energía libre u til i z able. 

Generación de ATP a partir de glucosa 

La degradación de carbohidratos, particularmente glucosa, es la fu 
principal de energía celular La degradación oxidativa completa de gluc 
a CO : y HiO puede escribirse como sigue: 

CH t A + ó G 2 ó CO, + 6 bhO 

La reacción produce una gran cantidad de energía libre: AG Qr = 
kcal/mol. Para convertir esta energía en una forma utilizable, la gluc 
se oxida dentro de las células en una serie de pasos acoplados a la sínt 
de ATE 

La glicólisís, la etapa inicial en la degradación de glucosa/ es sir 
prácticamente en todas las células. La glicólisís ocurre en ausencia de tr 
no y puede proporcionar toda la energía metabólica de organismos ana 
bios. En las células aerobias, sin embargo, la glicólisís es sólo la primera 
pa én la degradación de glucosa. 

Las reacciones de la glicólisís dan lugar a la degradación de glucosa a 
ruvato, con una ganancia neta de dos moléculas de ATP (Fig. 3J1). 
reacciones iniciales de la vía de hecho consumen energía, usando el . 
para fosforilar la glucosa a gluc osa -6-fosfato y luego la fructosa -ó-fosfa 
fructosa-l,6-dí fosfato. Las enzimas que catalizan estas dos reacciones 
xoquinasa y fosfofructoqiünasa respectivamente — son importantes pun 
reguladores de la vía glucolítica, El principal elemento de control es la 
fofructoquinasa, que es inhibida por niveles altos de ATE La inhibición 
la fosfofructoquinasa da lugar al acumulo de la glucosa -6-fosfato, que a 
vez inhibe a la hexoquinasa. De este modo, cuando la célula tiene un s 
rustro adecuado de energía metabólica disponible en forma de ATF se 
be la degradación de glucosa. 

Las reacciones que siguen a la formación de fructosa-l,ó-d i fosfato c 
tituyen la parte productora de energía de la vía glucolítica. La degrada 
de fructosa -1,6- difosfato produce dos moléculas del azúcar de tres c 
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Reacciones de la glkólisís. 

degrada a piruvato, con la 
neta de dos moléculas tanto de 
de NADH. En condiciones 
1 1 \ ADH se reoxida por la 
de piruvato a lactato óetanol. 
aeróbicas, el piruvato es 
en el ciclo del ácido cítrico, 
c una única molécula de 
:e dos moléculas de cada 
. a dos de t res carbonos 
Je energía. 



H0— OH 1,3-DEfosfoglicerato 




vAnn- 


H C 


H OH 3-Fosfoglicerato 



^on 


H< 

HjV 



H ®— O O 2-Fo sfog I i carato 


ñjlpQr 

, (?°°- 

0- OQ Fosfoenolpiruvato 




0OO“ pi ruvato 


= 0 r 


Condiciones aerobias 

2^ Ai ciclo del ácido cítrico 


i i mu? 



Condiciones anaerobias 


Lactato 


n 3 

Etanol 


H^OH 

H a 



Sección I • Introducción 


86 


Añímaciáryweb 

El oido del ácido dtríco 

El oido del ácido cítrico es la vía central 
del metabolismo oxi dativo y completa la 
oxidación de la glucosa en seis 
moléculas de dióxido de carbono 



nos giicera ldehído-3-íosfato, que se oxida a 1,3-difosfoglicerato. El grupo 
fosfato de este compuesto tiene una energía líbre de hidrólisis muy alia 
(AG°' = 11,5 kcal/mol), así que se utiliza en la siguiente reacción de la glicc 
lisis para promover la síntesis de ATP a partir de ADR El producto de esta 
reacción, S-fosfoglicerato, se convierte entonces en fosfoenolpiruvato, el se- í 
gundo intermediario de alta energía de la glicólisis, En la hidrólisis dd fos- j 
fato de alta energía del fosfoenolpíruvato, AG or = -14,6 kcal/mol, su con 
versión a piruvato está acoplada a la síntesis de ATP. Cada molécula de 
gliceraldehído-3-fosfato convertida a pimvato se acopla de este modo a la 
generación de dos moléculas de ATP; en total, se sintetizan cuatro moíéc 
las de ATP a partir de cada molécula inicial de glucosa. Puesto que se i 
quieren dos ATP para promover las reacciones inicíales, la ganancia neta í 
la glkólísis es de dos moléculas de ATP 

Además de producir ATP, la glicólisis convierte dos moléculas de coer 
tna NAD + a NADH. En esta reacción, eí NAD^ actúa como un agente ox 
dante que acepta electrones del gliceraldehído-3-fosfato. El NADH for 
do como producto debe ser reciclado sirviendo como donante de electrón 
para otras reacciones redox dentro de la célula. En condiciones anaeróbíca 
el NADH formado durante la glicólisís se reoxida a NAD" por la con ver si o 
de piruvato a lactato o etanoL En organismos aerobios, sin embargo, i 
N ADH sirve como una fuente adicional de energía al donar sus electrone 
la cadena de transporte de electrones, donde finalmente se utilizan para ; 
ducir On a H z O, acoplado a la generación de ATP adicional. 

En células eucarióticas, la glicólisis tiene lugar en el citoplasma. El pú 
vato entonces se transporta a la mitocondría, donde su oxidación compie 
a C0 2 y HtO proporciona la mayoría del ATP derivado de la degradación : 
glucosa. El siguiente paso en el metabolismo del piruvato es su descarb 
1 ación oxida ti va en presencia de la coenzíma A <CoA-SH), que fúñete 
como transportador de grupos acetilo en diversas reacciones metabóL 
(Fig, 3,12). Un carbono del piruvato se libera como CCL, y los dos carbc 
restantes se unen a la CoA-SH para formar acetil-CoA. En este proceso, i 
molécula de NAD + se reduce a NADH. 

El acetil-CoA formado en esta reacción entra en el ciclo del ácido cít 
o cido de Krebs (Fig. 3.13), que es la vía central en el metabolismo oxid 
vo. El grupo acetilo de dos carbonos se combina con oxalacetato (cuatro < 
bonos) para producir citrato (seis carbonos). A través de otras ocho reac 
nes, dos carbonos del citrato se oxidan completamente a CO : y se rege 


®00- J 

¿=0 + CoA-SH + IZ2Í3+ 

Piruvato 


00? CoA‘ 




Figura 3.12 Descarboxilacion 
oxida ti va del piruvato. El piruvato se 
convierte en C0 2 y acetil-CoA, y se 
produce en este proceso una molécula 
de NADH. La coenzima A (CoA-SHj es 
un transportador general de grupos 
acetilo activados en diversas 
reacciones. 
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Cí's-Asconiíato 


Isocitrato 


Cfcfo del ácido 
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CoA-¡ 
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Succinato 
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|§ax¿i ace tato. Durante d ciclo, se forma un enlace de alta energía en forma 
§t £-TP que se emplea directamente para promover la síntesis de una mole- 
Je ATE Además, cada vuelta del ciclo produce tres moléculas de 
jH y una molécula de flavin adenín dinucleótído reducida (FADHÓ, 
a= es otro transportador de electrones en reacciones redox. 

£ rielo del ácido cítrico completa la oxidación de glucosa a seis molécti- 
- i - CCX Se obtienen cuatro moléculas de ATP directamente de cada mo 
i de glucosa — dos de la glicólisís y dos del ciclo del ácido cítrico (una 
■ cada molécula de piruvato)— , Además, diez moléculas de NADH (dos 
i ¿licólisis, dos de la conversión de piruvato a acetil-CoA, y seis del d- 
_ el ácido cítrico) y se forman dos moléculas de FADEU < El resto de la 
r - cu derivada de la degradación déla glucosa proviene de la reoxidación 


figura 3J3 Ciclo del ácido cítrico. 

Un grupo acetílo de dos carbonos es 
transferido del acetil-CoA al 
oxa I acetato, formando ci trato. Dos 
carbonos del citrato son entonces 
oxidados a CO : y se regenera el 
o xa la ceta tex Cada vuelta del ciclo 
produce una molécula de GTP, tres de 
NADH y una de FADFU 
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del NADH y FADH 2 , con sus electrones siendo transferidos a lo largo de la 
cadena de transporte de electrones a (finalmente) reducir el 0 2 a H : Ó. 

Durante la fosforilación oxida ti va, los electrones del NADH y FADH? se 
combinan con 0 2 , y la energía liberada en el proceso promueve la síntesis 
de ATP a partir de ADR La transferencia de electrones de NADH a On libe- 
ra una gran cantidad de energía libre: AG 0 ' = -52,5 kcal/mol por cada par 
de electrones transferido. De modo que esta energía pueda convertirse en 
una forma utilizante, el proceso tiene lugar gradualmente a través del paso 
de electrones por una serie de transportadores, que constituyen la cadena 
de transporte de electrones (Fig. 314). Los componentes de la cadena de 
transporte de electrones están localizados en la parte interna de la membra- 
na mítocondrial de las células eucari óticas, y la fosforilación oxidativa se 
considerará con mayor detalle cuando se expliquen las mitocondrias en el 
Capítulo 11. En las bacterias aeróbícas, que utilizan un sistema comparable 
los componentes de la cadena de transporte de electrones están localizados 
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Los electrones son transferidos 
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mononucleótido (FMN) y, a 
través de transportadores de 
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coenzima Q (CoQ) 


L ,, , , DI 

2 ® 

I 

FMN 

i 

Fe-S 


Fe-S 


Los electrones del FADH¿ 
entran en la cadena de 
transporte de electrones a un 
nivel energético menor donde 
son transferidos a la CoQ 


La CoQ es un 

-CoQ ^ transportador móvil que 
I transfiere sus electrones 
I al citocromo b (cit £>) en 
¡ el complejo III 


Figura 3.14 Cadena de transporte de 
electrones. Los electrones del NADH y 
FADH 2 se transfieren al CK a través de una 
serie de transportadores organizados en 
cuatro complejos proteicos en la membrana 
mítocondrial. La energía libre derivada de 
las reacciones de transporte de electrones 
en los complejos 1, III y IV se emplea para 
promover ¡a síntesis de ATP. 
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fibrana plasmática. En ambos casos, la transferencia de electrones 
)H al 0 2 produce suficiente energía para promover la síntesis de 
idamente tres moléculas de ATP Los electrones del FADH a entran 
cadena de transporte de electrones a un nivel más bajo, así que su 
acia al O-, produce menos energía líbre utilizable, sólo dos molécu- 
1ATF. 

f es posible calcular la producción total de ATP de la oxidación de 
La ganancia neta de la glicólisis es de dos moléculas de ATP v 
nías de NADH. La conversión de piruvato a acetil-CoAy su me- 
por la vía del ciclo del ácido cítrico produce dos moléculas adí- 
de ATP, ocho de NADH y dos de FADH Z . Aceptando que se den- 
moléculas de ATP de la oxidación de cada NADH y dos de cada 
la producción total es de 38 moléculas de ATP por molécula de glu- 
5m embargo, esta producción es menor en algunas células porque las 
.das de NADH generadas en la glicólisis en el citoplasma son in- 
de penetrar directamente en la mítocondria. En su lugar, sus elec- 
deben ser transferidos a la mitocondria por un sistema lanzadera, 
endo del sistema empleado, esta transferencia puede dar lugar a la 
de estos electrones en la cadena de transporte de electrones ai nivel 
H : . En estos casos, las dos moléculas de NADH derivadas de la gli- 
ian lugar a dos en vez de tres moléculas de ATP, reduciendo la pro- 
total a 36 en vez de 38 ATP por molécula de glucosa. 

•acción de energía a partir de otras moléculas orgánicas 

ía en forma de ATP puede obtenerse de la degradación de otras 
. orgánicas, teniendo las vías implicadas en la degradación de la 
de nuevo un papel central. Los nucleótidos, por ejemplo, pueden 
: agradados a azúcares, que entonces entran en la vía glucolítica, y los 
cidos son degradados por la vía del ciclo del ácido cítrico. Las dos 
principales de almacenamiento de energía dentro de las células, los 
ridos y los lipidos, también pueden ser degradados para producir 
_ s polísacá ridos pueden ser degradados a azúcares libres, que son 
; metabolizados como se vio en la sección anterior. Los lípídos, sin 
40, son moléculas todavía más eficaces en el almacenamiento de 
Debido a que los lipidos están más reducidos que los carbohidra- 
consis tiendo básicamente en cadenas hidrocar bañadas, su oxidación 
* substancia Imen te más energía por peso de material inicial 
1 7 grasas (triacilgliceroles) son Ja principal forma de almacenamiento 
apidos. El primer paso en su utilización es su degradación a glicerol y 
grasos libres. Cada ácido graso se une a una coenzima A, producien- 
- adl-CoAgraso a expensas de una molécula de ATP (Fig. 3,15), Enton- 
5 ácidos grasos se degradan paso a paso en un proceso oxida ti vo, dos 
nos cada vez, produciendo acetil-CoA más un acii-CoA graso con dos 
ios menos. Cada ronda de oxidación también produce una molécula 
NADH y otra de FADH> El acetij-CoA entra entonces en e) ciclo del ád- 
. trico, y la degradación del resto del ácido graso continúa del mismo 
wdo. 

La degradación de un ácido graso de 16 carbonos produce de este modo 
■ete moléculas de NADH, siete de FADH : , y ocho de aeetil-CoA, En térmi- 
2 £ Je generación de ATP, esta producción corresponde a 21 moléculas de 
*7? derivadas de NADH (3 x7), 14 ATP de FADH, (2 x 7) y 96 de acetil- 
■&M8x 12), Como se utilizó un ATP para poner en marcha el proceso, la 
gpnanda neta es de 130 ATP por molécula de ácido graso de 16 carbonos, 
C 'párese esta producción con la ganancia neta de 38 ATP por molécula de 
c . _ osa. Puesto que el peso molecular de un ácido graso saturado de 16 car- 
ll nos es de 256 y el de la glucosa es de 180, la producción de ATP es apro- 



Sección I * Introducción 


Ct>A-SH + ^C-ÍCHg^-CHs 

° Ácido graso 




& 


CoA-S-C-íCH2) 14 -CH 3 

C 1S AdlCoA 


( '_j 


CoA-S-C-C = C-(CH £ ) 12 “CH 3 





O OH 

II 

COA- s- C - CH 2 - C - (CHg) r2 -CH 3 
H 



O 0 

n ii 

CoA- S- C - CH^-C - (CH 2 ) 12 “CH 3 


-CüA~SH 


C0A-S-C-CH3 

Acetil CoA + 


0 

1 


Figura 3.1 5 Oxidación de los ácidos grasos. El ácido graso (p. ej v el ¿ 

saturado de 16 carbonos palmitato) inicialmente se une a la coenzima A a 1 
de una molécula de ATE La oxidación del ácido graso progresa entonces cc*J «* 
retirada paso a paso de dos unidades de carbono como acetil-CoA, acoplada ■( 
formación de una molécula de NADH y otra de FADH = . 


ximadamente 2,5 veces mayor por gramo de ácido graso — de ahí la 
de los lípidos sobre los polisacáridos como moléculas de almace 
de energía. 

Fotosíntesis 

La generación de energía a partir de la oxidación de carbohidratos y 
depende de la degradación de compuestos orgánicos preformados. La 
gía necesaria para la síntesis de estos compuestos se deriva en último? 
no de la luz solar, que se recoge y emplea por las plantas y las bacte 
tosintetiza rites para promover la síntesis de carbohidratos. Al com * 
energía de la luz solar en una forma utílizable de energía química, la 
síntesis es la fuente de prácticamente toda la energía me tabética en Icol 
temas biológicos. 

La ecuación global de la fotosíntesis puede escribirse como sigue: 

Luz 


6C0 2 + 6H : 0- 


+ ó O 5 


CoA-S-C’£CH 2 ) 12 -CH 3 

C í4 Ací! CoA 


El proceso es mucho más complejo, sin embargo, y tiene lugar en dos 
distintas. En la primera, llamada las reacciones luminosas, la ener£ 
sorbida de la luz solar promueve la síntesis de ATP y NADPH (una < 
ma similar al N ADH), acoplada a la oxidación de H^O a 0 2 . El ATT 1 
NADPH generados en las reacciones luminosas promueven la síntesis 
carbohidratos a partir de CO : y H 2 0 en un segundo conjunto de reacd 
llamadas las reacciones oscuras porque no requieren luz solar. En c;L 
eucariotas, tanto las reacciones luminosas como las oscuras tienen lugar 
los cloroplastos. 

Los pigmentos fotosintéticos capturan energía de Ja luz solar absorr 
do fotones. La absorción de luz por parte de estos pigmentos provoca 
un electrón se mueva de su orbital molecular normal a uno de mayor 
gía, convirtiendo de este modo la energía de la luz solar en energía qui 
En las plantas, los pigmentos fotosintéticos más abundantes son las do 
las (Eig, 3.1 ó), que juntas absorben la luz solar de todas las longitudes 
onda excepto la verde. Pigmentos adicionales absorben la luz de otras 
gitudes de onda, así que básicamente el espectro completo de la luz 1 
puede ser capturado y utilizado para la fotosíntesis, 

La energía capturada por la absorción de la luz se emplea para com - 
el H : Q en Q : (Ftg, 3.17). Los electrones de alta energía derivados de este ¡ 
ceso entran entonces en una cadena de transporte de electrones, en la . 
su transferencia por una serie de transportadores está acoplada a la sínl 
de ATP. Además, estos electrones de alta energía reducen el ÑADI 
NADPH. 

En las reacciones oscuras, el ATP y el NADPH producidos en las reacc s 
nes luminosas promueven la síntesis de carbohidratos a partir del CO 
H 2 G. Las moléculas de C0 2 se añaden una a una a un ciclo de reacd or 
— conocidas como el ciclo de Calvin, en honor a su descubridor, Mdv 
Calvin- — que conduce a la formación de carbohidratos (Fig. 3.18). En to 
el ciclo de Calvin consume 18 moléculas de ATP y 12 de NADPH por c 
molécula de glucosa sintetizada. Se necesitan dos electrones para eunv 
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f Estructura déla clorofila. Las clorofilas consisten en estructuras de 
ligadas a colas hidrocarbonadas. Las clorofilas a v b difieren en 
funcional en el anillo de porfirina. 


mía de NADP* a NADPH, así que deben pasar 24 electrones por 
-f transporte de electrones para generar suficiente NADPH para 
un a molécula de glucosa. Estos electrones se obtienen de la con- 
1 2 moléculas de H : 0 a seis moléculas de O,, lo que produce la 
de seis moléculas de O z por cada molécula de glucosa. No está 
: mbargo, sí el paso de estos mismos 24 electrones por la cadena de 
: Je electrones es también suficiente para generar los 18 ATP que 
e~en para el ciclo de Calvin. Algunas de estas moléculas de ATP 
generarse en cambio por cadenas de transporte de electrones alter- 
ca utilizan la energía derivada de la luz solar para sintetizar ATP 
s de NADPH (véase Cap. 11), 

tesis de los componentes celulares 

i anterior repasaba las principales reacciones metabóiicas a través 
cuales la célula obtiene y almacena energía en forma de ATP Esta 
metabólica se emplea entonces para realizar diversas tareas, indu- 
i dntesis de macromoléculas y otros constituyentes celulares. De 
■ c la energía derivada de la degradación de moléculas orgánicas 
feo) se utiliza para promover la síntesis de otros componentes ne- 
■ de la célula. La mayoría de las vías catabólicas implican la oxida- 
moléculas orgánicas acoplada a la generación tanto de energía 
mo de poder reductor (NADH). En contraste, las vías biosintetieas 
asj generalmente implican la utilización tanto de ATP como de po- 
or (habitual mente en forma de NADPH) para la producción de 
. mpuestos orgánicos. Una vía biosintética importante, la síntesis 
dratos a partir de C0 2 y H 2 Ü durante las reacciones oscuras de la 
i s, ya se trató en la sección anterior. Otras vías que conducen a la 
is de los principales constituyentes celulares (carbohidratos, lípi- 
r r :emas y ácidos nucleicos) se revisan en las siguientes secciones. 
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Figura 3.17 Reacciones luminosas de la fotosíntesis. La energía de la luz 
solar se emplea para escindir el H : G a 0 2 . Entonces los electrones de alta energía 
derivados de este proceso se transportan a través de una serie de transportadores 
y son empleados para convertir el NADP + en NADPH, La energía derivada de las 
reacciones de transporte de electrones también promueve la síntesis de ATR Los 
detalles de estas reacciones se tratan en el Capítulo 11, 
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Rfbulosa- 
1 ,5-dlf osfato 


3-FosfQgl ice rato 


Figura 3J8 Ciclo de Calvin, Se 

muestra aquí la síntesis de una 
molécula de glucosa a partir de seis 
moléculas de COi- Cada molécula de 
C0 2 se afia de a la rlbulosa-l,5-dífosfato 
para producir dos moléculas de 
3-fosfoglicerato, Estas seis moléculas 
de C0 2 conducen, de este modo, 
a la formación de 12 moléculas de 
3-fosfoglicerato, que son convertidas 
en 12 moléculas de glicera! debido^ 
fosfato con un gasto de 12 moléculas 
tanto de ATP como de NADPH, Dos 
moléculas de gliceraldehído-3-fosfato 
son empleadas a continuación para la 
síntesis de glucosa y diez moléculas 
continúan en el cício de Calvin para 
dar lugar a seis moléculas de 
ríbulosa-Sdosfato, El ciclo se completa 
entonces con el uso adicional de seis 
moléculas de ATP para la síntesis de 
r ib u 1 osa4 ,5-di f osf a to. 




1,3-Dif 

gíícemto 



12 CS23D 


12EE33 4 


Gliceraldehído-3- 

fosfato 


O 


Animación web 


El ciclo de Calvin 

En e! ciclo de Calvin de la fotosíntesis, 
seis moléculas de dióxido de carbono 
son utilizadas para generar una 
molécula de glucosa. 


Carbohidratos 

Además de obtenerse directamente de la alimentación o generada por 1 
tosíntesis, la glucosa puede sintetizarse a partir de otras moléculas o 
cas. En células animales, la síntesis de glucosa (gluconeogénesis) con 
habitualmente con lactato (producido en la glicólisís anaerobia), ar 
dos {derivados de la degradación de proteínas), o glicerol (producido 
degradación de lípidos). Las plantas (pero no los animales) también í 
paces de sintetizar glucosa a partir de ácidos grasos — un proceso que 
pedalmente importante durante la germinación de las semillas, cu ' 
energía almacenada como grasas debe ser transformada en carbohi 
para sustentar el crecimiento de la planta — , Tanto en células animales 
vegetales, los azúcares simples son polimerizados y almacenados co 
lisacáridos. 

La gluconeogénesis implica la conversión de piruvato en glucosa 
cialmente es lo inverso a la glicólisís (Fig> 3J9) — . Sin embargo, como 
tratado anteriormente, la conversión glucolítica de glucosa a pirm 
una vía productora de energía, generando dos moléculas de ATP 
NADH. Aunque algunas reacciones de la glicólisís son fácilmente \ 
bles, otras solamente se producirán en la dirección de la degradan 
glucosa, porque están asociadas con un gran descenso en la energía 
Estas reacciones energéticamente favorables de la glicólisís son puen 
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Clucogénesis. La glucosa es sintetizada a 
sn aléenlas de piruvato, con un coste de 
de ATP, dos moléculas de GTP 
de NADH. Los pasos que requieren 
gíuconeogénesís están indicados medíante 


^ gluconeogénesis por otras reacciones 
is ñor enzimas diferentes) que están aco- 
; >nsumo de ATP y NADH para poder 
en la dirección de la síntesis de glucosa, 
la generación de glucosa a partir de dos 
de pímvato requiere de cuatro molécu- 
dos de GTP y dos de NADH, Este pro- 
al nsiderablemente más costoso que la sim- 
plón de la giicóiisis (que requeriría dos 
de ATP y dos de NADH), demostrando 
de energía adicional para conducir la 
la dirección de la biosín tesis. 

-n las células animales como en las vegeta- 
ü sa se almacena en forma de polisacári- 
*eno y almidón, respectivamente). La 
de poHsacáridüs, como la del resto de ma- 
es una reacción que requiere energía, 
^ comentó en el Capítulo 2, la unión de dos 
por un enlace glucosídico puede descri- 
cocno una reacción de deshídratación, donde 
H : 0 (véase Fíg. 23). Dicha reacción, sin 
1 es energéticamente desfavorable y por 
zncapaz de progresar en la dirección directa, 
lencia, la formación de un enlace gluctv 
- ebe estar acoplada a una reacción producto- 
energía, que se consigue empleando azúcares 
\ r.dtcos como intermediarios en la síntesis de 
indos (Fig. 3.20). En primer lugar, la glucosa 
•fiteñ rila en una reacción promovida por ATP a 
-fosfato, que entonces se convierte en glu* 
-I-fosfato. La gfucosa-l-fosfato reacciona con 
irn din trifosfato), produciendo UDP-glucosa 
pi rotos tato, que se hidroliza a fosfato con la li- 
á án de energía libre adicional. La UDP-gluco- 
un intermediario activado que entonces dona 
Hfesiduo de glucosa a una cadena polísacárida 
^nente en una reacción energéticamente f a vara- 
ba De este modo, la energía química en forma de 
£TP y DTP promueve la síntesis de polísaeáridos a 
de azúcares simples. 


.sidos 

_ - j pidos son importantes moléculas de depósito 
I energía y los componentes principales de las 
r-mbranas celulares. Se sintetizan a partir de ace- 
tf-CoA, que se forma en la degradación de los car- 
[ n.ridratos, en una serie de reacciones que se pare* 
cen a ta inversa de la oxidación de ácidos grasos, 
I b rao en la biosíntesis de ca rbohi d ratos, sin embar* 
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go, las reacciones que conducen a la síntesis de ácidos grasos difieren de la* 
implicadas en su degradación y son impulsadas en la dirección de la blosín- 
tesis acoplándose al consumo tanto de energía en forma de ATP como de 
poder reductor en forma de NADPH, Los ácidos grasos se sintetizan al aña* 
dir paso a paso unidades de dos carbonos derivados de acetil-CoA a una ca- 
dena creciente. La adición de cada una de estas unidades de dos carbonos 
requiere del gasto de una molécula de ATP y dos moléculas de NADPH 
El principal producto de la biosíntesis de ácidos grasos, que sucede en el 
citoplasma de las células eucariotas, es el paimítato, ácido graso de 16 car- 
bonos. Entonces, los principales componentes de las membranas celulares 
(fosfolípidos, esfingomielina y glucolípidos) se sintetizan a partir de ácidos 
grasos libres en el retículo endoplásmico y en el aparato de Golgi (véase 
Cap. 10), 


Glucosa 





Glucosa-6-© 

I 

Glucosa-i - Q 


Proteínas 

A diferencia de los carbohidratos y los lípidos, las proteínas (así como lo* 
ácidos nucleicos) contienen nitrógeno además de carbono, hidrógeno y oxi- 
geno. El nitrógeno se incorpora a los compuestos orgánicos a partir de fuen- 
tes diferentes en diferentes organismos (Fig. 3,21). Algunas bacterias pue- 
den usar N 2 atmosférico por un proceso denominado fijación de nitrógeno 
en el que N 2 se reduce a NH* a expensas de energía en forma de ATE Aun- 
que relativamente pocas especies de bacterias son capaces de fijar nitróge- 
no, la mayoría de las bacterias, hongos y plantas pueden usar nitrato (NOr 
que es un componente frecuente de 1a tierra, reduciéndolo a NH ? gracias 
a los electrones derivados del NADH o NADPH. Finalmente, todos lo- 
organismos son capaces de incorporar amoníaco (NH 3 ) a componentes orgá- 
nicos. 

El MH^ se incorpora a las moléculas orgánicas principalmente durante li 
síntesis de los aminoácidos g! uta mato y glutamina, que se obtienen a partr 
del intermediario del ciclo del ácido cítrico, a-cetogjutarato. Estos arninoa - 1 
cid os funcionan después como donantes de grupos amino durante la sínte- 
sis de los otros aminoácidos, que también se producen a partir de otras vías 
meta bélicas centrales, como la glicólisis o el ciclo del ácido cítrico (Fig. 3.22 
Así el material básico para la síntesis de aminoácidos se obtiene de la gluco- 
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Figura 3.20 Síntesis de polisacáridos. I 

glucosa se convierte primero en una forma 
activada, UDP-glucosa, a costa de una 
molécula de ATP y otra de UTF. El residuo 
de glucosa entonces puede transferirse de m 
UDP-glucosa a una cadena polisaeárida 
creciente en una reacción energéticamente 
favorable. 
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figura 3,21 Asimilación de nitrógeno a los compuestos orgánicos. El 

ornato se incorpora a los compuestos orgánicos en todos los organismos. 

4_¿ninas bacterias son capaces de convertir el nitrógeno atmosférico en amoníaco, y 
_ mayoría de las bacterias, hongos y plantas pueden utilizar el nitrato de la tierra. 


y ios aminoácidos se sintetizan a costa de energía (ATP) y de poder re- 
ibetor (NADPH), Muchas bacterias y plantas pueden sintetizar todos los 2Ü 
aminoácidos. Los humanos y otros mamíferos, sin embargo, sólo pueden 
s atizar aproximadamente la mitad de los aminoácidos que requieren; el 
feto debe obtenerse de la dieta (Tabla 3,2). 

La polimerización de los aminoácidos para formar proteínas también re- 
quiere energía. Como la síntesis de polisacáridos, la formación de un enlace 
peptídico puede considerarse como una reacción de deshidra tación, que 
Éebe realizarse en la dirección de la síntesis de proteínas acoplándose a otra 


■ Una comparación de 
catalizadores; La producción 
industrial de amoniaco se realiza 
mediante el uso de un catalizador 
de hierro bajo condiciones de alta 
presión y temperatura. La enzima 
níirogenasa produce amoníaco 
bajo condiciones fisiológicas con el 
gasto de ATP y capacidad reductora 
en forma de NADH. 
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Figura 3.22 Biosíntesis de los 
aminoácidos. Los esqueletos 
carbonados de los aminoácidos se 
obtienen a partir de intermediarios de 
la glieólisis y del ciclo del ácido cítrico. 
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MEDICINA MOLECULAR 


• 1 

Fenilcetonuría 


Enfermedad 

La fenilcetoniirta, o FCN, es un error 
congénito del metabolismo de los 
aminoácidos con efectos 
devastadores. Afecta 
aproximadamente a uno de cada 
10.000 recién nacidos y, si no se trata, 
provoca un retraso mental severo. 
Afortunadamente, el conocimiento de 
la naturaleza del defecto responsable 
de la fenilcetonuría ha permitido su 
diagnóstico precoz y tratamiento 
eficaz. 


causa bioquímica precisa no se 
conoce, el retraso mental es una 
consecuencia crucial del acumulo de 
estos mefeabolítos anormales de la 
fenilalanina. 


Base* moleculares y celulares 
La fenilcetonuría se debe a una 
deficiencia en la enzima fenilalanina 
hidroxiíasa, que convierte la 
femlalanina en tirosina. Esta 
deficiencia provoca que la 
fenilalanina se acumule a niveles muy 
altos y sufra otras reacciones, como la 
conversión en ferdfpiruvato. La 
fenilalanina, el fenilpiruvato y otros 
metaboLitos anormales se acumulan 
en la sangre y son excretados a 
niveles altos en la orina (el nombre de 
la enfermedad procede de los altos 
niveles de fenilpiruvato, una 
feriiketona, encontrados en la orina 
de los niños afectados). Aunque la 


Prevención y tratamiento 

La deficiencia enzimática no produce 
dificultades mientras el feto está en el 
útero, así que los niños con 
fenilcetonuría son normales al nacer. 
Sí no son tratados, sin embargo, ios 
niños afectados se vuelven 
permanente y profundamente 
retrasados en el primer año de vida. 
Afortunadamente, los recién nacidos 
con fenílcetonuria pueden ser 


fácilmente identificados por pruebas 
rutinarias de detección precoz que 
detectan niveles elevados de 
fenilalanina en sangre. El retraso 
mental se puede prevenir alimentando 
a los niños afectados con una dieta 
sintética baja en fenilalanina. Este 
tratamiento dietético di mina d 
acumulo de metabolítos tóxicos de 3. 
fenilalanina y previene eficazmente d 
retraso mental que se produciría de 
otro modo. La detección precoz 
rutinaria de la fenUcetonuria es por 
tanto una prueba cruda] en todos bs 
recién nacidos. 


Fértil atañí na 
Ndroxilasa 


NO 


/ V i Ha+ 

r VCHg-C-COO" 



NH a 
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CH 2 -C-COG“ 
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Metabolismo anormal de la fenilal amina 
en pacientes con fenílcetonuria. 



Fenilpiruvato 
(una fenlIcatortBi 


Tabla 3.2 Requerimientos dietéticos 
de aminoácidos 
en el hombre 


Esencial 

No esencial 

Hisfidina 

AJanina 

Isokucína 

Arginina fl 

Leu ciña 

Aspara gina 

Lisina 

A® pártalo 

Metionína 

Cisterna 

Fenilalanina 

Glutartíato 

Treonina 

Glutamina 

Triptófano 

Glicina 

Valína 

Prolina 


Serina 


TirOS LR £3 


Los aminoácidos esenciales deben obtened» de 
la dieta; los aminoácidos no esenciales pueden 
ser sintetizado® por células humanas. 

‘ Aunque la afgfrrina se clasifica coma un 
aminoácido no esencial. Jo® ñiflas en cmáiíuento 
deben tener un aporte de arginina adicional en 
•su dieta. 


fuente de energía metabólica. En la biosíntesis de polisac áridos, este acó 
miento se consigue a través de la conversión de los azúcares a interna 
ríos activados, como la UDP -glucosa, Los aminoácidos son activados 
forma similar antes de utilizarse para la síntesis de protemas. 

Una importante diferencia entre la síntesis de proteínas y la de poli: 
ridos es que los aminoácidos se incorporan a las proteínas en un orden p; 
tícu lar, especificado por un gen. El orden de los nudeótidos en un gen 
dfica la secuencia de aminoácidos de una protema a través de la traducdi 
en la que el ARN mensajero (ARNm) actúa como molde para la síntesis 
teínira (véase Cap. 4). Cada aminoácido se une primero a una molécula % 
ARN de transferencia (ARNt) específica en una reacción acoplada a la \ 
drólisis de ATP (Fig. 3.23). Entonces los aminoacíl ARNt se alinean en 
molde de ARNm unido a los ribosomas, y cada aminoácido se añade ai t 
tremo C terminal de una cadena peptídíca creciente por medio de una sei 
de reacciones que serán tratadas en detalle en el Capítulo 8, Durante el 
ceso, se hidrolizan dos moléculas adicionales de GTP, así que la incorpora- 
ción de cada aminoácido a una proteína está acoplada a la hidrólisis de 
molécula de ATP y dos de GTR 
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Figura 3.23 Formación de un enlace 

p e p t i d í co. Una mínoácído es ac tí vado 
primero a través de la unión a su ARME 
en una reacción de dos pasos que 
implica la hidrólisis de ATP a AMR 
Los ARNt sirven como adaptadores 
para alinear los aminoácidos en un 
molde de ARNm unido a ribosomas. 
Cada aminoácido es transferido 
entonces al extremo t terminal de una 
cadena peptídica creciente a costa de 
dos moléculas adicionales de GTP. 


Nudeótido-s 
de pfcrimidina 


JMP ■ CUP 


Nudeótidos 
de purina 


' ■ GMP 


nucleicos 

pecuisores de los ácidos nucleicos, los nudeótidos, están compuestos 
¡®é:ares de cinco carbonos fosforilados unidos a bases nucleicas. Los 
- : s pueden ser sintetizados a partir de carbohidratos y ammoári- 
len pueden ser obtenidos de la dieta o reutilizados tras la degra- 
de ácidos nucleicos. El punto de partida para la bí osíntesis de núcleo- 
^ el azúcar fosf orilado ribosa-5-fosfato, que se obtiene a partir de 
fosfato. Vías divergentes conducen entonces a la síntesis de ribo- 
de purina y pirimídína, que son los precursores inmediatos de 
de ARN (Fíg* 3,24). Estos ribonucieotidos se convierten en des- 
cleótidos, que sirven como ladrillos de construcción monoméri- 
ADN. 


Aspa nato 


Aspa hato 

Glicina 

Glutamina 


Azúcares de 5 átomos de carbono 

Figura 3.24 Biosíntesvs de 
nudeótidos de purina y pirimídína. 

Los nudeótidos de purina y pirímídina 
se sintetizan a partir de azúcares de 
5 átomos de carbono y aminoácidos. 








Sección I • Introducción 


EXPERIMENTO CLAVE 


Antimetabolitos y quimioterapia 


Antagonistas de derivados de ácidos nucleicos VI. Purinas 

Gertrude 8 Elion, George H. Hitchings v Henry Yanderwerff 

Wellcome Research Laboratories, Tuckahoe, NV 

Journal of Biológica i Chemistri/, Volumen 192, 1951, págs, 505-518 


Contexto 

Gertrude Elion y George Hitchings 
empezaron una colaboración en 1944 
que duró más de 20 años y dio lugar 
al desarrollo de medicinas que han 
sido eficientes para eJ tratamiento de 
cáncer, gota, virus e infecciones 
parasitarias. El principio de su 
enfoque para el desarrollo de 
medicinas se basaba en la teoría del 
antímetaboiito, que inicialmente 
proponía que algunas moléculas 
activas frente a bacterias funcionaban 
previniendo la utilización de ios 
nutrientes esenciales (meta bol i tos) 
por parte de las células bacterianas. 
Elion y Hitchings sugirieron que el 
crecimientos de células que se dividen 
rápidamente, como las células 
cancerosas, podría inhibirse mediante 
análogos de las bases de los ácidos 


nucleicos que interfiriesen con la 
síntesis normal del ADM. Procedieron 
a ensayar esta hipótesis sintetizando 
un gran número de compuestos 
relacionados con las purinas y 
ensayando sus efectos biológicos. 
Estos estudios dieron lugar al 
descubrimiento de que la 
ó-mercaptopurina era un potente 
inhibidor de la utilización de purina 
en bacterias, a lo que rápidamente !e 
siguieron estudios mostrando que era 
un medicamento eficaz para el 
tratamiento de leucemia aguda en 
niños. 

Experimentos 

Elion y Hitchings eligieron ensayar 
las actividades potencíales de 
análogos de purina sobre el 
crecimiento de la bacteria LfldofotCí/íís 


casei. En 1948, encontraron que el 
compuesto 2,6-d lamí nop urina 
el crecimiento de i, casei interñri 
con el metabolismo normal de la.v 
purinas. Extendieron sus ensayos er 
su trabajo de 1951 ensayando los 
efectos de 100 purinas diferentes, 
sustituciones de grupos animo, 
hidroxilo, metilo, cloro, sulfhidrílo y 
otros grupos químicos en diferentes 
posiciones deí anillo de purina. Dos 
compuestos, la ó-mercaptopurina y 
6-bogu anina, en los que el oxigene 
estaba sustituido por sulfuro en la 
posición ó de la guanina y la 
hipoxantína, resultaron ser fuertes 
inhibidores del crecimiento 
bacteriano (véase figura). Estos 
compuestos resultaron ser inhibid 
activos de una variedad de cancere? 
en roedores, dando lugar al primer 
ensayo de la 6-mercaptop urina corre 
tratamiento de leucemia infantil. Los 
resultados de este ensayo tuvieron 
un éxito espectacular, y la 
6-mercaptop urina fue aprobada par¿ 
el tratamiento de leucemia infantil 


El ARN y AON son polímeros de nucleósidos mono fosfato. Como 
otras macromoléculas, sin embargo, la polimerización directa de nucí 
dos monofosfato es energética mente desfavorable, y la síntesis de 
nudeótidos utiliza en su lugar nucleósidos trifosfatos como precurs 
activados (Fig. 3.25). Un nudeósido 5'- trifosfato se añade a un grupo 3' 
droxilo de una cadena polín ucleotídica creciente, con la liberación y p 
rior hidrólisis de piro fosfato como promotor de la reacción en la direc 
de la síntesis de polinucleótidos. 


Figura 3,25 Síntesis de polinucleótidos* Nucleósidos trifosfato se unen 
extremo 3' de una cadena polinucleotf d ic a creciente con la liberación de 
pirofosfato. 
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to 
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i 



proporcionó pruebas convincentes 
de que los inhibidores del 
metabolismo de ácidos nucleicos 
podían ser medicamentos efectivos 
(rente al cáncer, Este sigue 
siendo el caso hoy en día, y la 
6-mercaptopurina sigue siendo uno 
de los medicamentos empleados 
con éxito para el tratamiento de la 
leucemia. Adicionalmente, un 
número de otros antimetabolitos 
que interfieren con el metabolismo 
de los ácidos nucleicos, han 
resultado ser útiles en la terapia 
contra el cáncer. 

Gertrude Elion y George i iitchings 
continuaron su trabajo en 
colaboración sobré los antímetabolitos 
de purina hasta la jubilación de 
Hitchíngs en 1967. Además de la 
6-mercaptopurina, desarrollaron 
medicamentos que se utilizan para la 
inmunosupresión después del 
trasplante de tejidos, para el 
tratamiento de artritis reumatoide, 
el tratamiento de gota, y para el 
tratamiento de infecciones parasitarias. 
Después de la jubilación de Hitchíngs, 
Elion centró su investigación en el 
tratamiento de infecciones virales y 
desarrolló el primer medicamento 


eficaz contra las infecciones víricas 
humanas — el análogo de la guanina 
adclovir, que es muy activo frente al 
herpes simplex y otros herpesvims — . 
Éxitos consiguientes al desarrollo de 
antímetabolitos de ácidos nucleicos 
como medicamentos antivirales 
incluyen el análogo de la timina AZT r 
que es ampliamente utilizado como 
inhibidor de VIH en el tratamiento de 
SIDA. El trabajo pionero de Elion y 
Hitchíngs ha abierto diversas nuevas 
áreas de investigación y ha tenido un 
profundo impacto sobre el 
tratamiento de urra amplía gama de 
enfermedades. 
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enzima, sustrato, producto, 
estado de transición, energía de 
activación, sitio activo 

modelo de la Have y la cerradura, 
ajuste inducido 


grupo prostético, toen zima, 
nicotidamín adenin dinudeótido 
(NAD + ) 

inhibición por retroatimentaeidn, 
regulación alostérica, 
fosforilación 


energía libre de Cibbs (G), 
adenosina 5 -trifosfato (ATP), 
enlace de alta energía 


glicólísis, coenzima A (CoA-SH), 
ciclo del ácido cítrico, 
ciclo de Krebs, flavín adenin 
dinudeótido (FADH,), 
fosforilación oxidativa, 
cadena de transporte 
de electrones 


reacciones luminosas, 
reacciones oscuras, pigmentos 
foto sintéticos, clorofila, 
ciclo de Calvin 


gluco neo génesis 


RESUMEN 


PAPEL CENTRAL DE LAS ENZIMAS COMO CATALIZADORES 
BIOLÓGICOS 

Actividad catalítica de ¡as enzimas: Prácticamente todas las reaccionen 
químicas dentro de las células son catalizadas por enzimas. 


Mecanismos de catálisis enzimdtica ; Las enzimas incrementan la veloci- 
dad de las reacciones uniendo sustratos en la posición adecuada, alteran- 
do la conformación de ios sustratos para aproximarlos al estado de tran- 
sición, y participando directamente en las reacciones químicas. 



Coenzimas: Las coenzimas trabajan junto con las enzimas para transpor- 
tar grupos bioquímicos entre sustratos. 


Regulación de la actividad enzimatica: Las actividades de las enzimas I 
son reguladas para cubrir las necesidades fisiológicas de la célula. La ac- 
tividad enzimatica puede ser controlada a través de la unión de molécu- 
las pequeñas, de interacciones con otras proteínas y de modificaciones 
co valen tes. 

ENERGÍA METABÓLICA 

Energía Ubre 1 / ATP: El ATP funciona como un depósito de energía librt 
que es empleado para promover reacciones que requieren energía dentro 
de las células. 

Generación de ATP a partir de glucosa: La degradación de glucosa es una 
fuente importante de energía celular En células aeróbícas, la oxidación 
completa de la glucosa produce entre 36 y 38 moléculas de ATP. La ma- 
yoría de este ATP se deriva de las reacciones de transporte de electrones 
en las que el 0 2 es reducido a HLÜ. 

Obtención de energía de otras moléculas orgánicas: El ATP también pue- 
de ser obtenido a partir de la degradación de otras moléculas orgánicas 
aparte de la glucosa. Debido a que las grasas están más reducidas que los 
carbohidratos, proporcionan una fuente más eficaz de almacén amiente 
de energía. 

Fotosíntesis: La energía requerida para la síntesis de moléculas orgáni- 
cas se obtiene en ultimo término de la luz solar, que es aprovechada por 
las plantas y las bacterias fotosintéticas. En la primera etapa de la foto- 
síntesis, la energía de la luz solar se emplea para promover ía síntesis de 
ATP y NADPH, acoplada a la oxidación de ELO a 0 2 . El ATP y el 
NADPH producidos en estas reacciones son empleados entonces para 
sintetizar glucosa a partir de CCT y LLO, 

BIOSÍNTESIS DE LOS COMPONENTES CELULARES 

Carbohidratos: La glucosa puede ser sintetizada a partir de otras molé- 
culas orgánicas, empleando energía y poder reductor en forma de ATP y 
NADH, respectivamente. Entonces se necesita ATP adicional para pro- 
mover la síntesis de polisacáridos a partir de azúcares simples, 

Lípidos: Los lípidos son sintetizados a partir de ace til CoA, que se forma 
en la degradación de los carbohidratos. 
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tít i?; Los aminoácidos son sintetizados a partir de intermediarios 
^¡coiisis y del ciclo dei ácido cítrico. Su polimerización para formar 
requiere energía adicional en forma de ATP y GTE 

nucleicos: Los nudeótidos de purina y pirimidina son sintetiza- 
partir de carbohidratos y aminoácidos. Su polimerización a ADN y 
es promovida por la utilización de nucleósidos trifosfatos como 
pres activados. 


ntas 

obillo» de unión de la tripsina 
un residuo de aspartato, 
crees que afectaría a la actividad 
ca el cambiar este aminoácido 


característica de la hístidina le 
fugar un papel en reacciones en- 
i que implican e! intercambio 
- de hidrógeno? 

continuación hay una vía para la 
de la molécula D catalizada 
enzimas El, E2 y E3, 




estudiando la reacción catalizada 
El en ausencia de las otras enzimas, 
ras que la tasa de la reacción 
e a medida que aumentas las 
dones de D. ¿Qué indica este 
sobre el mecanismo de regúla- 
la enzima El ? 


4. Muchas reacciones bioquímicas son 
energéticamente desfavorables bajo con- 
diciones fisiológicas (AG° r > 0). ¿Cómo 
lleva a cabo la célula estas reacciones? 

5. Considera la siguiente reacción: 

Fructosa-6- fosfato +- HPOf ^ Fructosa- 
Ló-d i fosfato 4 - H 2 0, AG a ' ~ +4 kcal/mol 

Conociendo la variación de energía libre 
estándar para la hidrólisis de ATP £-7,3 
kcal/mol), calcula la variación de ener- 
gía libre estándar para la reacción catali- 
zada por la fosfofructoq vi inasa. 

6» Considera la reacción A.^± B + C, en la 
que AG° r = -3,5 kcal/mol. Calcula AC en 
condiciones intrace lula res, sabiendo 
que la concentración de A es 1Ü -2 M y las 
concentraciones de B y C son ambas de 
líT* AL ¿En qué dirección progresará la 
reacción en la célula? Para tus cálculos, 
ft = l r 98xl O 1 kcal/mol/grado y T = 298 K 
(25 Ü C). Recuerda que ln (jc) - 2,3 log k1 [x). 
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La biología molecular contemporánea se ocupa principalmente de la com- 
prensión de los mecanismos responsables de la transmisión y expresión de 
la información genética que en último término determinan la estructura y 
función celulares. Como fue expuesto en el Capítulo 1, todas las células 
comparten un número de propiedades básicas, y esta unidad subyacente de 
la biología celular es particularmente evidente en el nivel molecular. Tal 
unidad ha permitido a los científicos elegir organismos sencillos (como las 
bacterias) como modelos para muchos experimentos fundamentales asu- 
miendo que mecanismos moleculares similares son comunes en organismos 
tan distintos como E. coli y el organismo humano. Numerosos experimentos 
han demostrado la validez de esta premisa, y actualmente es evidente que 
la biología molecular celular proporciona un marco unifícador para com- 
prender diversos aspectos del comportamiento celular. 

Los avances iniciales en biología molecular se lograron aprovechando el 
rápido crecimiento y la facilidad de manipulación del genoma de bacterias 
sencillas como E, coli, y sus virus. A continuación, el desarrollo del ADN re- 
combinante permitió establecer tanto los principios fundamentales, como 
diversos procedimientos experimentales desarrollados en un principio en 
procariotas y aplicados posteriormente a células eucaríotas. La aplicación 
de la tecnología del ADN recombinante ha tenido un enorme impacto, ini- 
cialmente permitiendo el aislamiento y caracterización de genes eucariótí- 
cos individuales, y más recientemente permitiendo la determinación de 
secuencias completas del genoma de animales y plantas superiores, inclu- 
yendo el humano. 


Herencia, genes y ADN 

Quizá la propiedad fundamental de todos los seres vivos es la capacidad de 
reproducirse. Todos los organismos heredan de sus progenitores la infor- 
mación genética especificando su estructura y función. De igual forma, to- 
das Las células provienen de otras células preexistentes, por lo que el mate- 
rial genético ha de ser replicado y transferido del progenitor a la célula hija 
en cada división celular. El modo por el cual la información genética es re- 
plicada y transmitida de célula a célula y de organismo a organismo repre- 
senta pues una de las cuestiones centrales de la Biología. Así, la elucidación 
de los mecanismos de la transmisión genética y la identificación del ADN 
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Figura 4,1 Herencia de genes 
dominantes y recesivos. 


como el material genético fueron descubrimientos que constituyen h s 
mientes de nuestro entendimiento actual de la biología a nivel mol p 

Cenes y cromosomas 

Los principios genéticos clásicos fueron deducidos por Gregor Monde 
1 865, basándose en experimentos con guisantes. Mendel estudió la her 
de un numero de rasgos bien definidos, como el color de la semilla, y h. - 
paz de deducir las reglas generales para su transmisión. Interpretó corr 
mente los patrones de herencia observados asumiendo que cada rasgo 
determinado por un par de factores heredados, conocidos actualm 
como genes. De cada progenitor se hereda una copia del gen (llamada i 
especificando cada rasgo. Por ejemplo, cruzando dos variedades de ¡ 
tes — una con semillas amarillas y otra con semillas verdes — se obtient 
siguientes resultados (Fig. 4.1): Las cepas progenituras tienen cada una 
copias idénticas del gen que especifica el color amarillo (Y) o verde 
las semillas, respectivamente. Las plantas hijas son por tanto híbridos 
hiendo heredado un gen para semillas amarillas (Y) y otro para serr 
verdes (i/L Todas estas plantas hijas (la primera generación o F,) tiene 
lias amarillas, por lo que se dice que el amarillo (Y) es dominante y el v 
(y) recesivo. El genotipo (composición genética) de los guisantes F, t© 
torrees Yy f y su fenotipo (apariencia física) es amarillo. Si se cruza un 
eendiente con otro, dando lugar a la generación F¡, los genes de las : 
lias amarillas y verdes se segregan de tal forma que la proporción 
plantas F 2 con semillas amarillas y aquellas con semillas verdes es 3:1 
Los descubrimientos de Mendel, aparentemente por delante de su 
po, fueron ignorados hasta 1900, cuando las Leyes de Mendel fueron 
cubiertas y se reconoció su importancia. Poco después se propuso el 
de los cromosomas como portadores de genes, al evidenciar que la ma 
parte de las células de plantas superiores y animales son diploides, es t 
contienen dos copias de cada cromosoma. Sin embargo, la formación de 
células germinales (el espermatozoide y el óvulo) se produce a través de 
tipo característico de división celular (meiosis) en el cual un único cr 


Cepas 

progenitoras 


Gametos 


© 

i 

© 


Generación F 


yy 

i 

© 


© 


Las cepas progenituras poseen cada una 
copias (a le los) del gen que codifica el color 
amarillo (V) o verde (y) de las semillas 



Los progenitores producen células 
germinales (gametos), cada una de : ¿b 
cuales contiene uno de los genes, que 
dan Jugar a la generación híbrida F, 


Dado que Y es dominante, todas Jas 
¡ , plantas de la F, tienen semillas ama - 


El cruzamiento entre dos plantas F, 
lugar a la generación F 2 , con una 
proporción característica de 3:1 entre 
fenotipos dominante (amarillo) y rece - 
(verde) 
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^'ogenitor masculino Progenitor femenino 



Las células diplomes contienen 
dos copias de cada cromosoma 


La meiosis da lugar a gametos 
hapEoides que contienen un solo 
cromosoma de cada par 


La fertilización da lugar a la 
formación de un embrión dipJoide, 
que contiene un cromosoma de 
cada progenitor en cada par de 
cromosomas 


Figura 4.2 Cromosomas durante la 
meiosis y fertilización. 5e ilustran dos 
pares de cromosomas de un organismo 
hipotético. 


de cada par se transmite a cada célula hija (Fig. 4.2). Por lo tanto, el es- 
tozoide y el óvulo son liaploides, dado que contiene una copia de 
cromosoma. La unión de estas dos células haploides en la fertilización 
iraun nuevo organismo diploide, que contiene ahora un cromosoma 
;uda par procedente de cada progenitor, masculino y femenino. El com- 
ento de los pares de cromosomas se asemeja al de los genes, llevan- 
conclusión de que los genes son transportados por los cromosomas, 
fundamentos de las mutaciones, ligamiento genético y las relaciones 
íenes y cromosomas fueron en su mayor parte establecidos en experi- 
r con la mosca de la fruta, Drosophila melanogaster. Drosophila se man- 
;on facilidad en el laboratorio, y se reproduce cada dos semanas, lo 
una considerable ventaja para experimentos genéticos. De hecho, es- 
características siguen haciendo a Drosophila un organismo de elección 
estudios genéticos en animales, particularmente en el análisis genético 
Td^arroilo y la diferenciación. 

A principios del siglo pasado se identificaron una serie de alteraciones 
as ( mutaciones) en Drosophila, afectando a características fácilmente 
ables como el color de los ojos o la forma de las alas* Los experimen- 
te cruzamiento indicaron que algunos de los genes responsables de es- 
rasgos se heredan de forma independiente entre ellos, sugiriendo que 
genes se localizan en diferentes cromosomas que se segregan inde- 
i temen te durante la meiosis (Fig, 43). Otros genes, por otro lado, se 
t juntos como características emparejadas. Dichos genes se dice que 
ligados entre sí en virtud de estar localizados en el mismo cromoso- 
E1 numero de grupos de genes ligados es el mismo que el número de 
«set sornas (cuatro en Drosophila ), apoyando la idea de que los cromoso- 
son los portadores de los genes. En 1915, se habían definido y m apeado 
cien genes en cuatro cromosomas de Drosophila, dando lugar a una 
ién general de la base cromosómíca de Ja herencia. 


;*^es y enzimas 

mm estudios genéticos iniciales se centraron en la identificación y localiza- 
bas- cromosómíca de los genes que controlan características fácilmente ob- 
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{A) Segregación de dos genes hipotéticos para 3a forma 
(A/a = cuadrado/redondo y B/b = rojo/azul) 



Dado que ios cromosomas se 
segregan independientemente 
durante la meiosis, la 
generación F-, da lugar a 
cuatro tipos distintos de 
gametos 


7 TT — S V 

I Gametos 1 



Generación F 2 


La generación F £ muestra 
cuatro fenotipos distintos 
-cuadrado/rojo, cuadrado/ 
azul, redo ndo/r ojo y 
redondo/azui- con una 
proporción 9: 3: 3:1 


(B) Ligamiento de dos genes localizados en el mismo 
cromosoma 


Cepas 

progeni- 

tores 


Gametos 


Generación F, 



Dado que ambos 
genes están en el 
mismo cromosoma, 
no se separan entre 
ellos en la meiosis. 

Por lo tanto, la 
generación F 1 produce 
sólo dos tipos de 
gametos 


Generación F? 


La generación muestra sólo dos fenotipos 
-redondo/rojo y redondo/azul- con la proporción 
3:1 característica de la herencia de un gen único 


Figura 43 Segregación y Ligamento genético. 
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m\ ables, como el color de los ojos de Drosophila. Sin embargo, el modo por 
i q^e los genes producían los fenotipos observados era desconocido. La 
era observación de la relación entre genes y enzimas llegó en 1909, 
do se evidenció que la enfermedad hereditaria humana fenilcetonuria 
; -v Medicina Molecular, Cap, 3) resultaba de un defecto genético en el 
llsmo del aminoácido fenilalanina. Surgió la hipótesis de que el de- 
aparecía por una deficiencia de la enzima necesaria para catalizar ai- 
re acción metabólica implicada en el metabolismo aminoácido, llevan- 
¿ la presunción general de que los genes especifican la síntesis de 
“as. 

Una evidencia más clara de la relación entre los genes y la síntesis de en- 
llegó con los experimentos de George Beadle y Edward Tatum, lleva- 
a cabo en 1941 con el hongo Ne uros pora crassa , En el laboratorio, Neu ros- 
puede cultivarse en medios de cultivo básicos o enriquecidos similares 
.rescritos en el Capítulo 1 para el cultivo de E. coli . Para Neurospora los 
i básicos contienen únicamenste sal, glucosa y biotina; los enriqueció 
se ^uplementan con aminoácidos, vitaminas, pu riñas y pírimidinas. Be- 
Tatum aislaron cepas mulantes de Neurospora que crecían con norma- 
en medios enriquecidos pero no crecían en medios básicos. Se 
tro que cada imitante requería un suplemento nutricional específico, 
un determinado aminoácido, para poder crecer. Además se correla- 
la necesidad de un determinado nutriente con la incapacidad de la 
nutante para sintetizarlo. De este modo, cada mutación producía una 
encía en una vía metabólica específica. Dado que se sabía que estas 
metabólicas estaban compuestas de enzimas, la conclusión de estos 
nentos fue que cada gen codificaba la síntesis de una enzima única 
hipótesis un gen -una enzima — . Actualmente se sabe que muchas en- 
se componen de varios polipéptidos, por lo que la afirmación acepta - 
este momento es que cada gen codifica la estructura de una cadena 
tídica. 
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icación del ADN como el material genético 

dimiento de la base cromosómica de la herencia y la relación entre 
enzimas no aportaron per se una explicación molecular del gen. Los 
somas contienen proteínas además de ADN!, y se creyó inicialmente 
- renes eran proteínas. La primera evidencia que llevó a la identifica- 
d ADN como el material genético llegó de estudios en bacterias. Es- 
grimen los representan el prototipo de los abordajes actuales para de- 
a función de los genes basados en la introducción de secuencias de 
en las células, como será expuesto más adelante en este capítulo. 

~ experimentos que definieron el papel del ADN se derivaron de estu- 
sobre la bacteria que causa la neumonía (Pneumacoccus). Las cepas vi- 
llas de Pneumococcus están rodeadas de una cápsula de polisacárido 
r : tege a la bacteria del ataque del sistema inmune del huésped. Dado 
cápsula da a las colonias un aspecto Liso en el medio de cultivo, las 
& encapsuladas se denominan L. Las cepas mulantes que han perdido 
tpaddad de sintetizar la cápsula (denominadas R) forman colonias con 
rde rugoso y no son letales cuando se inoculan en el ratón. En 1928 se 
ó que los ratones inoculados con bacterias no encapsuladas (R) y bac- 
ó . ^capsuladas (S) inactivadas con calor desarrollaron neumonía y mu- 
- Conviene reseñar que las bacterias aisladas en estos ratones eran del 
r Experimentos posteriores mostraron que un extracto de bacterias de 
5 libre de células era igualmente capaz de convertir (o transformar) 
-Tías R al estado S. Por lo tanto, una sustancia en el extracto S (llamado 
intipio transformador o transformante) era responsable de inducir la 
^formación genética de bacteria R a $. 


Animación web 
Avery, MacLeod y McCarty 

A través de una serie de experimentos 
en 1944, Qswald Avery, Colín MacLeod, 
y Madyn McCarty establecieron que el 
principio transformante (material 
genético) es el ADN. 
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Figura 4.4 Transferencia de 
información genética por el ADN. Se 

extrae eJ ADN de una cepa patogénica 
de Pneumococctts, rodeado de una 
cápsula y que forma colonias lisas (L). 
Si se añade este ADN purificado L a un 
cultivo de Fneumococcus no 
patogénicos, que no forman cápsula y 
que forman colonias rugosas (R), se 
transforman a la forma L. Por lo tanto, 
el ADN purificado contiene la 
información genética responsable de la 
transformación de bacterias R en L. 




Animación web 


Transformación bacteriana 

Una cepa no patogénica de 
Pneumococcus puede ser transformada 
en una cepa patogénica mediante la 
incorporación de fragmentos de ADN 
procedentes de una cepa patogénica y 
de su incorporación en su cromosoma. 


Bacterias 
patogénicas L 



Bacterias no 
patogénicas 


ADN - 
Cápsula 




Bacterias L 


■> 


Se añade ADN 
purificado L a 
bacterias Ft 


En 1944 Oswald Avery, Colin MacLeod y Maclyn McCarty estable 
de forma doble que el principio transformador era ADN, purificándolo 
extractos bacterianos y demostrando que su actividad desaparece tras la 
gestión enzima tic a del ADN y no tras la digestión enzímática de las pr 
ñas (Fig. 4.4). Pese a que estos estudios no llevaron a la aceptación inm 
ta del ADN como el material genético, fueron ampliados unos pocos 
después con experimentos con virus bacterianos. En particular, se ob 
que cuando un virus infectaba a una célula era preciso que el ADN viral 
netrara en la célula (pero no las proteínas) para que el virus se replí 
Además, a las partículas virales hijas se transmite el ADN del virus p 
nitor y no sus proteínas. La concurrencia de estos resultados junto con 
dios posteriores de la actividad del ADN en la transformación bacte 
llevó a la aceptación de la idea de que el ADN es el material genético. 

Estructura del ADN 

La comprensión de la estructura tridimensional del ADN, deducida en I 
por James Watson y Francis Crick, ha sido la base para la biología mol 
actual En la época de los trabajos de Watson y Crick se sabía que el * 
eia un polímero compuesto de cuatro nucleótidos — dos purinas (ad 
[A] y guanina [G]) y dos pirimídínas (citosina [C] y timina [T]} — uní 
azúcares fosf orilados. Dado el papel central del ADN como material g 
co, la elucidación de su estructura tridimensional paren a crítica para en 
der su función. El enfoque de Watson y Crick del problema estuvo muy 
fluenciado por la descripción de Línus Pauling de las uniones por pu 
de hidrógeno y la a-hélice, un tipo común de estructura secundaria de 
proteínas (véase el Cap. 2). Se obtuvo además información experimental 
bre la estructura del ADN con los estudios de cristalografía por refrac 
de rayos X llevados a cabo por Maurice Wilkins y Rosalind Franklm, 
análisis de estos datos reveló que el ADN es una hélice que da un 
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Figura 4,5 Estructura del ADN. 



: ,4 nm, y que i a distancia entre bases es de 0,34 nm, por lo que en cada 
Je la hélice hay diez bases. Un dato importante es que el diámetro de 
e es de 2 nm, sugiriendo que está compuesto no de una sino de dos 
de ADN. 

A partir de estos datos Watson y Crick construyeron su modelo del ADN 
4 La principal característica es que se trata de una doble hélice con 
eleto azúcar-fosfato en el exterior de la molécula. Las bases están en 
or, orientadas de tal forma que se forman enlaces de hidrógeno en- 
as y pirimidinas de cadenas opuestas. El apareamiento de las bases 
ay específico; A siempre se empareja con T y G con C. Esta especificó 
¿ vplica los resultados prev ios de Erwin Chargaff, quien analizó la com- 
bo de diversos ADN y encontró que la cantidad de adenina era siem- 
¿ qu i valen te a la de timina, y la cantidad de citosina a la de guanina, A 
i de esta especificidad en el apareamiento de bases las dos hebras de 
son complementarias: cada hebra contiene toda la información nece- 
para especificar la secuencia de bases de la otra. 


■ La estructura del ADN descrita 
por Watson y Crick fue un notable 
logro, pero no perfecto. En su 
publicación inicial asumieron que 
tanto A-T como C-C estaban 
asociados mediante dos puentes 
de hidrógeno, no percatándose del 
tercer puente de hidrógeno en los 
pares G-C. 


El ADN es una doble hélice con las bases 
en el interior y el esqueleto azúcar fosfato 
en el exterior de la molécula 


y 0,34 r 


i Las bases de las hebras opuestas se aparean mediante enlaces de hidrógeno entre adenina 
l (A) y ti mina (T), y entre guanina (G) y citosina (0). Las dos hebras de ADN corren en 
| direcciones opuestas, definidas por los grupos 5 r y 3 f de las unidades de desoxirribosas 


>- 3,4 nm 


extremo 5' 


extremo 3' 


extremo 5‘ 


extremo 3' 


CH 2 

Ó 

I 

> -p=o 
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Replicación del ADN 


El descubrimiento de la especificidad en el apareamiento de las bases 




las dos hebras del ADN sugirió de forma inmediata una solución p. ir- 
cuestión de cómo el material genético dirige su propia replicación — un . 
ceso que es necesario cada vez que la célula se divide—* Se propuso que 
dos hebras de la molécula de ADN se podrían separar y servir como m 
para la síntesis de nuevas hebras complementarias, cuya secuencia 
dictada por la especificidad en el apareamiento de bases (Fig, 4.6). El p 
so se denomina replicación semi conservativa porque una hebra de 
progenitor se conserva en cada una de las dos moléculas hijas de ADX 
En 1958 se obtuvo apoyo directo para la teoría de la replicación senr 
servativa del ADN gradas a una serie de elegantes experimentos lleva 
cabo por Matthew Mese! son y Frank Stahl, en los cuales el ADN fue i 
do con isótopos que alteraron su densidad (Fig. 47). Se hizo crecer E. , 
medios de cultivo que contenían el isótopo pesado del nitrógeno (N 
lugar del isótopo normal, más ligero (N 14 )* Consecuentemente el ADN 
estas bacterias contenía N 1 ' y era más pesado que el de ías bacterias ere 
en N 14 . Este ADN pesado se podía separar del ADN que contenía N : 
centrifugación de equilibrio en un gradiente de densidad de CsCl. Es ti 
sihilidad de separar ADN pesado (N 13 ) de ADN ligero (N 14 ) permitió 
diar la síntesis de ADN. Se transfirieron células de £, col i que habían cr 
en el medio con N 1? a un medio que contenía N l \ y se les permitió rep : 
se una vez más. Se extrajo su ADN y se analizó por centrifugación en 
gradiente de densidad de CsCI. Los resultados de este análisis indic 
que todo el ADN pesado había sido reemplazado por ADN de nueva ■ 
sis con una densidad intermedia entre el de las moléculas de ADN 
(N 1 ') y ligera (N J4 ). El significado es que durante la replicación las dos 
bras de ADN paren tal pesado se separan y sirven de moldes para la si - 
de hebras hijas de ADN ligero, produciendo moléculas de doble hebr¿ 
densidad intermedia* Este experimento proporcionó evidencia directa 
replicación semiconservativa del ADN, subrayando la importancia del 
reamiento complementario de bases entre las hebras de la doble hélice 

La capacidad del ADN para 
de molde para su propia replie^ 
fue establecida más adelante con la 
mostración de que una enzima p 
cada de E, col i (la ADN poli me 
podía catalizar la replicación del . 
in vi tro. Con la presencia de 
como molde, la ADN polimerasa 
capaz de dirigir la incorporación 

^M arental nucleótidos en una molécula del . 

de AON . 

complementaria. 


Hebra hija de ADN 


Figura 4.6 Replicación semiconservativa del A 

Las dos hebras de ADN paren tal se separan, y cada 
una sirve como molde para la síntesis de una hebri 
hija por apareamiento complementario dé bases, 
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crecidas con N 14 


Bacterias crecidas en N 15 


Transferencia a N 14 para una división 



I 7 Demostración experimenta] de ia replicación semí conservativa. Se 

bacterias que han sido cultivadas en un medio con el isótopo normal del 
\ N ) a un medio que contiene un isótopo pesado (N 35 ) y se dejan crecer 
\ arias generaciones. Se transfieren de nuevo a un medio que sólo contiene 
i ;can crecer durante una generación adicional. Se extrae su ADN y se 
por centrifugación de equilibrio con una solución del CsCl, el cual 
í formando un gradiente de densidad. Las moléculas de ADN se 
a una altura a la que su densidad es equivalente a Ja del CsCL El ADKI de 
3 crecida en NFque fue transferida para un único ciclo en N u se deposita a 
i intermedia entre las del ADN de bacterias cultivadas exclusivamente en 
£ Esto significa que es una molécula híbrida con una hebra ligera y otra 


esión de la información genética 

cafres actúan determinando la estructura de las proteínas, que son res- 
i de dirigir el metabolismo celular a través de su fundón como en- 
La identificación del ADN como el material genético y la elucidación 
estructura revelaron que la información genética se especifica por el 
de las cuatro bases (A, C, G y T) que constituyen la molécula de ADN. 
eínas son polímeros de 20 aminoácidos, cuya secuencia determina 
chira y función. La primera relación directa entre una mutación ge- 
y tina alteración en la secuencia de aminoácidos de una proteína se 
ó en 1957, cuando se descubrió que los pacientes con una enferme- 
“^reditaria denominada anemia de células faldfonnes poseen molécu- 
hernoglobina que difieren de las normales en una sola sustitución de 
rtoáddo. Se obtuvo un entendimiento más profundo de la relación 
lar entre ADN y proteínas tras una serie de experimentos que toma- 
k como modelos genéticos a E. coli y sus virus. 

Zo nealidad de genes y proteínas 

pó tesis más simple para entender la relación entre genes y enzimas era 
qm el orden de los nucleótidos en el ADN especificaba el orden de aminoá- 
en la proteína. Las mutaciones en un gen se corresponderían con alte- 
so nes en la secuencia de ADN, que resultarían de la sustitución de un nu- 
fcótido por otro o de la adición o delección de nucleótidos. Estos cambios 
i secuencia de nucleótidos producirían los cambios correspondientes en 
secuencia de aminoácidos de la proteína codificada por el gen en cues- 
cn Esta hipótesis predecía que distintas mutaciones en el mismo gen alte- 
t distintos aminoácidos en la proteína codificada, y que las posiciones 


Sección I 


Introducción 


Mutaciones 

ADN 


P rote f na normal 


Sustituciones de aminoácidos 
resultantes de las mutaciones 
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Figura 4.9 Síntesis de ARN a partir 
de ADN. Las dos hebras de ADN se 
desenrollan, y una es usada como 
molde para la síntesis de una hebra 
de ARN* 


Figura 4.8 Coliuealidad de genes y proteínas. Una serie de mutaciones (purrd 
de flecha) fueron ma pea das en el gen de E coi i que codifica la triptófano sintetc-* 
(línea superior). Las sustituciones de aminoácidos resultantes de cada mutación 
fueron determinadas por secuenciadón de las proteínas de la bacteria muíante 
(línea inferior). Estos análisis revelaron que el orden de las mutaciones en el ADN 
era el mismo que el orden de Jas sustituciones de aminoácidos en la proteína 
codificada. 


de las mutaciones en un gen se reflejarían en las posiciones de las altera n 
nes en los aminoácidos a lo largo de su producto proieínko. 

La rapidez de replicador! y ía simplicidad del sistema genético de £ al 
fueron de gran ayuda para abordar estas cuestiones* Se pueden aislar _aa 
gran variedad de matantes, incluidas mutaciones nutrí ció na les que m 
igual modo que las mutaciones de Neurospora discutidas previameiJ 
requieren determinados aminoácidos para crecer. El rápido crerimien: É 
£* coi i hizo posible el aislamiento y mapeo de mutaciones múltiples t a 4 
mismo gen, llevando a la primera demostración de la relación lineal erfl 
genes y proteínas. En estos estudios Charles Yanofsky y sus colaborad ^ 
mapearon una serie de mutaciones en el gen que codifica una enzima r— c* 
saria para la síntesis del aminoácido triptófano* El análisis de las enzird 
codificadas por los genes imitantes reveló que las posiciones relativas de ■ 
aminoácidos alterados eran las mismas que las de las mutaciones corj 
pendientes (Fig. 4.8). Por lo tanto, la secuencia de aminoácidos en la pr.-aj 
na es colineal con ía de mutaciones en el gen, como es de esperar si eí oraÉ 
de nudeótidos en el ADN especifica el orden de aminoácidos en la protesd 


Papel del ARN mensajero 

Aunque la secuencia de nudeótidos en el ADN parecía especificar el i jm 
de los aminoácidos en las proteínas, eso no significaba necesariamente ■ 
el ADN dirigiera por sí mismo la síntesis de proteínas* De hecho, no pardS 
ser el caso, dado que el ADN se localiza en el núcleo de las células eucid 
ticas, mientras que la síntesis protefnica se lleva a cabo en el citoplasma ■ 
necesaria otra molécula para llevar la información genética del ADN ¿ ll 
sitios donde se realiza la síntesis de proteínas (los ribo*somas). 

El ARN se antojaba un buen candidato para ser dicho intermediaria om 
que la similitud de su estructura con la del ADN sugería que el ARN p <■ 
ser sintetizado a partir de un molde de ADN (Fig. 4.9), El ARN difiere m 
ADN en que se compone de una cadena única en vez de ser de doble 
na, sus azúcares son rlbosas en vez de desoxirribosas y contiene la ba>e* 
rimidínica aradlo (U) en vez de timina (T) (véase Fig. 2.10). Sin embarz: J 
el cambio de azúcar ni la sustitución de U por T altera el apareamient^| 
las bases, por lo que la síntesis de ARN puede ser realizada de manen ■ 
recta sobre un molde de ADN. Además, dado que el ARN se localiza prJ 
riamente en el citoplasma, parecía un intermediario lógico para trans:i'afl 
información del ADN a los rib osomas. Estas características del ARN 
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una vía para el flujo de información genética que se conoce como el 
central de la biología molecular: 

ADN ARN — > Proteína 

.uerdo con este concepto, las moléculas de ARN se sintetizan a par- 
moldes de ADN (un proceso llamado transcripción), y las proteínas 
te tizan a partir de moldes de ARN (un proceso denominado traduc- 

e vid ene la experimental sobre la intermediación del ARN postulada 
dogma central fue obtenida por Sidney Brenner, Fran^ois Jacob y 
‘v Meselson en estudios de E. coJi infectados por el bacteriófago T4. 
tesis de ARN de £. coli se interrumpe tras la infección por el bacterió- 
4, después de lo cual el único ARN de nueva síntesis en bacterias m- 
i es transcrito a partir del ADN del T4. Este ARN del 14 se une a rí- 
as bacterianos, transfiriendo la información del ADN al lugar donde 
a la síntesis proteínica, Debido a su función como intermediarios en 
' de información genética, las moléculas de ARN que sirven de mol- 
rara la síntesis proteínica se denominan ARN mensajeros (ARNm). 
"¿inscritos por una enzima (ARN poli me rasa) que cataliza la síntesis 
s a partir de un molde de ADN. 

- r arte del ARNm, existen otros dos tipos de moléculas de ARN que son 
rtantes en la síntesis proteínica. El ARN ribosómico (ARNr) es un 
nente de los ribosnmas, y el ARN de transferencia (ARNt) funciona 
una molécula a da piadora que alinea los aminoácidos a ¡o largo del 
e de ARNm. La estructura y función de estas moléculas se tratan en la 
nte sección y en mayor detalle en los Capítulos 7 y 8. 

digo genético 

- o se traduce la secuencia de nucleótidos del ARNm a la secuencia de 
«ácidos de una proteína? En este escalón de la expresión génica se 
riere información genética entre macromoléculas químicamente no re- 
nadas — ácidos nucleicos y proteínas — y plantea dos nuevos proble- 
ma ra entender la acción de los genes. 

Primero, dado que los aminoácidos no se relacionan estructuralmente 
las bases de los ácidos nucleicos, el apareamiento complementario di- 
entre las bases del ARNm y los aminoácidos durante la incorporación 
: estos a las proteínas parecía imposible. ¿Cómo se alineaban entonces los 
noáridos sobre el molde de ARNm durante la síntesis proteínica? Esta 
tión se aclaró con el descubrimiento de que los ARNt sirven de adapta- 
<*3rcs entre los aminoácidos v el ARNm durante la traducción (Fig. 4.10). 
Itv lamente a su utilización en la síntesis proteínica, cada aminoácido se 
e a su ARNt por medio de una enzima específica. El apareamiento de ba- 
entre una secuencia de reconocimiento del ARNt y una secuencia com- 
plementaria en el ARNm dirige al aminoácido a su posición correcta en el 
m lie de ARNm. 

segundo problema para traducir una secuencia de núcleo ti dos a una 
■cuencia de aminoácidos era la determinación del código genético. ¿Cómo 
«e podría transferir la información contenida en una secuencia nucleotídíca 
c- cuatro elementos a la secuencia de 20 aminoácidos distintos que compo- 
ne las proteínas? Dado que cuatro nucleótidos deben codificar 20 aminoáci- 
do son precisos al menos tres nucleótidos para codificar cada aminoácido, 
"femados individualmente, los cuatro nucleótidos sólo pueden codificar 
cuatro aminoácidos, y tomados en parejas cuatro nucleótidos sólo codifican 
dieciséis (4 2 ) aminoácidos. Sin embargo, tomados de tres en tres cuatro nn- 
áeó tidos podrían codificar 64 (4 3 ) aminoácidos distintos —más que súfr- 
ante para los 20 aminoácidos existentes en las proteínas. 


m 


Animación web 


El ¡«Dogma Central» 

El dogma central de la biología 
molecular, como fue enunciado por 
primera vez por Francia Crick, afirma 
que la información fluye de t ADN al 
ARN, y después del ARN a Ja proteína. 



Figura AJO Función del ARN 
de transferencia. El ARN de 

transferencia sirve como un adaptador 
durante la síntesis proteica. Cada 
aminoácido (p. ej., hístidirta) se une al 
extremo 3' de un RN At por una 
enzima apropiada (una aminoacíl 
RXAt sinteta sa). El RNAt cargado se 
alinea sobre un molde de RNAin por 
complementan edad de bases. 
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Figura 4.1 1 Evidencia genética del 
código de tripletes, Fueron 
estudiadas una serie de mutaciones 
que consistían en ía adición de uno, 
dos o tres nucleótidos en el gen rll dei 
bacteriófago T4, La adición de uno o 
dos nucleótidos altera el marco de 
lectura de todo e! resto del gen. Por 
lo tanto, todos los aminoácidos son 
anormales y se produce una proteína 
inactiva, dando Lugar a un fago 
imitante. La adición de tres 
nucleótidos, por el contrario, altera un 
único aminoácido. El marco de lectura 
del resto del gen es normal, y se 
produce una proteína activa que da 
lugar al fago de tipo salvaje (T5). 


ADN ACG TCA TAI CCG CAT ACC GAG ... Gen normal 
Aminoácidos { Thr J Ser Y Tyr ( Pro ( His )' Thr \ Glu ) Proteína acti va 


Fago 


ADN ACG GTC ATA TCC GCA TAC CGAG . . 
Aminoácidos ( Thr j Va i \ lie J Ser ]( Ala j¡ Tyr'j Arg j 
f t 

ADN ACG GAT CAT ATC CGC ATA CCG AG . 
Am inoácídos í Thr J Asp ’í H i $ J I le í A rg í lie Y Pro ) 

in 

ADN ACG GAC TCA TAT CCG CAT ACC GAG 
Aminoácidos ( Thr ÍAspT Ser Y Tyr Y Pro ) His Y Thr } 


+1 nudeótido 

Proteína inactiva — Muían- 
+2 nudeótidos 

Proteína inactiva — *- Muta ríe 
+3 nucleótidos 

Proteina activa — *- Fago ^5 


Animación web 

Mutaciones del ADN 

Una mutación en un par de bases de la 
región codificante de un gen puede 
resultar en un poMpéptido 
prematuramente terminado o en un 
polipéptido con una secuencia 
aminoaddica errónea, dependiendo de 
la mutación concreta. 



Molde de poli-U 



ñ i beso mas 

Aminoácidos 

ARNt 

Amínoacil-ARNt 

sintentasa 


Traducción 
in v/íro 


Polipéptido 


Figura 4.12 El tripleta UUU codifica 
a la fenílalanína. La traducción ó? 
vitro de un ARN sintético compuesto 
de tiradlos repetidos (un molde de 
poli-Ü) lleva a la síntesis de un 
polipéptido compuesto únicamente 
por feni la lanilla. 


La evidencia experimental directa se obtuvo en estudios con el bacte 
fago T4, portador de mutaciones en un gen conocido detalladamente, 
mado rll. Los fagos con mutaciones en este gen forman placas añore 
mente grandes, que son fácilmente distinguibles de las formadas por 
dei tipo salvaje. Por lo tanto, fue sencillo aislar y niapear un cierto nú: 
de estas mutaciones en el r//, lo cual llevó al establecimiento de un de ¡ 
do mapa genético de este ¡ocus, El estudio de las recombinaciones entre ce 
tantes del gen rll que surgieron por adiciones o deleciones de ondeóte 
reveló que los fagos que contenían adiciones o deleciones de uno o dos n 
cleótidos siempre mostraban el fenotipo motante. Sin embargo, tos íag 
que contenían adiciones o deleciones de tres nucleótidos eran funciona 
mente del tipo salvaje (Fig. 4.11). Estos hallazgos sugirieron que el gen se I 
en grupos de tres nucleótidos, empezando a partir de un punto fijo. Ad*a 
nes o deleciones de uno o dos nucleótidos alterarían el marco de lectura , 
todo el gen, llevando a la codificación de aminoácidos anormales a lo Un 
de toda la pro teína. Por el contrario, la adición o deleción de tres nucled 
dos lleva a la adición o deleción de un solo aminoácido; el resto de la ^ 
cuencia aminoacídica permanece inalterada, produciendo frecuénteme 
una proteína activa. 

El desciframiento del código genético se convirtió en un problema i 
asignar triple tes de nucleótidos a sus correspondientes aminoácidos i 
aproximación al problema consistió en el uso de sistemas in vitro que rea 
zaran síntesis proteínica (traducción in vitro). Se sabía que los extra * 
celulares que contienen ribosomas, aminoácidos, ARNt y las enzimas m 
ponsables de unir a los aminoácidos con su correspondiente ARNt (am a 
acil-ARNt síntetasas) son capaces de catalizar la incorporación de a: 
cidos a las proteínas. Esta síntesis proteínica depende de la presencia i 
ARNm unido a los ribosomas, y se puede aumentar añadiendo ARNm ■ 
rifieado. Dado que el ARNm dirige la síntesis proteínica en estos sistema 
el código genético podría ser descodificado estudiando la traducción! 
ARNm sintético de secuencia conocida. 

El primero de dichos experimentos, llevado a cabo por Marshall Nina 
berg y Heinrich Matthaei, consistió en la traducción i ti vitro de un polimJ 
de ARN que únicamente contenía uracilo (Fig. 4,12), Este molde de pofej 
dirigió la incorporación de un único aminoácido — fenilalanina — en un n 
lípéptido formado por residuos repetidos de fenilalanina. Por tanto, d ^ 
píete UUU codifica el aminoácido fenilalanina. Experimentos similares ;a 
polímeros de ARN compuestos de un único nudeótido establecieron m 
AAA codifica la Usina y CCC codifica la prolina. El resto del código fue 
cifrado utilizando polímeros de ARN compuestos de mezclas de mide» 
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4 A El código genético 
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Levando a la asignación de los 64 posibles tripletas (denominados 
i (Tabla 4 , 1 ), De los 64 codones, 61 codifican algún aminoácido; los 
restantes (UAA, UAG y UGA) son codones de parada o stop que seña li- 
le terminación de la síntesis proteínica. El código está degenerado, 
que muchos aminoácidos están codificados por más de un codón. Con 
excepciones (discutidas en el Cap, 11), todos los organismos utilizan 
o código genético, apoyando con fuerza la conclusión de que todas 
ubis actuales han evolucionado a partir de un ancestro común. 

ARN y transcripción inversa 

el esclarecimiento del código genético, los principios fundamentales de 
gia molecular celular parecían estar establecidos. De acuerdo con el 
■na central, el materia! genético es el ADN, que es capaz de autorrepli- 
a demás de transcribirse a ARNm, que sirve a su vez de molde para la 
nesis proteínica. Sin embargo, como fue expuesto en el Capítulo 1, mu- 
rus contienen ARN en vez de ADN como material genético, lo cual 
ca la existencia de otros modos de transferencia de información. 

Los genomas de ARN fueron descubiertos en primer lugar en virus vege- 
muchos de los cuales se componen únicamente de ARN y proteínas. 
- anos 50 se obtuvo evidencia directa de que el ARN actúa como mate- 
~wi genético por medio de experimentos que demostraron que el ARN pu- 
jado del virus del mosaico del tabaco podía infectar nuevas células, dan- 
ugar a una progenie de virus infectivos. El modo de replicador! de la 
na de los genomas virales ARN se determinó posteriormente en estu- 
de los bacteriófagos ARN de E. col i. Estos virus codifican una enzima 
|iprcífica que cataliza la síntesis de ARN a partir de un molde de ARN (sin- 
es de ARN dirigida por ARN), utilizando el mismo mecanismo de apare- 
nto de bases entre hebras complementarias que se da durante la repli- 
del ADN o durante la transcripción de ARN a partir de ADN. 
Aunque la mayoría de los virus animales, como el poliovirus o el virus 
enza, se observo que se replicaban por síntesis de ARN dirigida por 
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Hipótesis del pro virus de ADN 


Naturaleza del provirus del sarcoma de Rous 

Ho w and M. Temin 

Laboratorio McArdlc, Universidad de Wisconsin, M tul ison, Wí 
Monográficos del NtiHonnl Cáncer ¡nslitute. Volumen 17, 1964, págs, 557'570 


Contexto 

El virus del sarcoma de Rous (VER), el 
primer virus inductor de cáncer 
descrito, era de considerable interés 
como sistema experimental para el 
estudio de la biología molecular del 
cáncer Howard Temin comenzó su 
investigación en esta área cuando. 
Como estudiante de graduado en 
1958, desarrolló el primer método 
para la transformación de células 
normales en células cancerosas tras su 
infección por el VSR. La 
disponibilidad de un método 
Cuantitativo in vitro proporcionó 3a 
herramienta necesaria para estudios 
posteriores de transformación celular 
y replicadón viral. Mientras Temin 
realizaba dichos estudios, realizó una 
serie de inesperadas observa dones 
que indicaron que la replicadón de 
VSR era básicamente distinta de la del 
resto del virus ARN* Estos 
experimentos llevaron a Temin a 
proponer la hipótesis del pro vi rus de 
ADN, que afirmaba que el ARN viral 
se copiaba a ADN en las células 
infectadas — una propuesta que iba 


dilectamente en contra del 
universalmente aceptado dogma 
central de la biología molecular. 

Experimentos 

La hipótesis del pro virus de ADN se 
basaba en evidencia experimental de 
diversas fuentes. En primer lugar, los 
estudios de transformación celular 
utilizando mutantes de VSR indicaron 
que la información genética del virus 
determinaba importantes 
características en las células hijas tras 
cada división, incluso en ausencia de 
replicadón viral. Temin propuso que 
el genoma viral estaba presente en las 
células infectadas en una forma 
estable y heredable, que denominó 
provirus. 

La evidencia de que el pro virus se 
compone de ADN se derivó de 
experimentos con inhibidores 
meta bol icos, La actinomidna D, que 
inhibe la síntesis de ARN a partir de 
un molde de ADN, inhibía la 
producción de virus en células 
infectadas por el VSR (véase figura). 
Por otro lado, los inhibidores de la 



Howard M. Temin 


síntesis de ADN inhibían estadios 
precoces de la infección celular por 
VSR. Esto puso de manifiesto que se 
requería síntesis de ADN al prindp 
de la infección y síntesis de ARN 
dirigida por ADN para producir v 
hijos, lo cual llevó a la propuesta de 
que el provírus era una copia de A 
del gen orna ARN viral. Temin trató 
aportar más evidencia utilizando 
hibridación de ácidos nucleicos p,vi 
detectar secuencias virales en el AT 
de células infectadas, pero la 
sensibilidad de las técnicas 
disponibles era limitada y los datos 
no fueron convincentes. 

Impacto 

La hipótesis del pro virus de ADNx i 
propuso basándose en experimentos 
genéticos y en los efectos de 
inhibidores metabólícos- Era una 
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Reproducción del VIH 

Como parte de un rielo de replicadón 
en el interior de una célula 
hospedados un retrovirus emplea la 
enzima transcriptasa inversa para copiar 
su genoma ARN en ADN, 


ARN, este mecanismo no parecía explicar la replicadón de una familia 
virus animales (los virus ARN tum origen icos), que eran de especial in* 
debido a su capacidad de causar cáncer en animales infectados. Pese a 
estos virus contienen ARN genómico en las partículas virales, los e 
mentos llevados a cabo por Howard Temin en los años 60 indicaron (SÉ 
requería síntesis de ADN en las células infectadas para completar su 
vital, llevando a la hipótesis de que los virus tumor a íes de ARN (den 
nados actualmente retrovirus) se replicaban por medio de Ja síntesis de 
ADN intermediario, llamado provirus de ADN (Fig. 4.13). Fsta hípdf 
fue recibida inicialmente con incredulidad generalizada dado que imr 
la síntesis de ADN dirigida por ARN — una inversión del dogma centra 
la biología molecular — ♦ Sin embargo, en 1970 Howard Temin y David Y 
timare descubrieron de forma independiente que el ARN de los virus 
morales contenía una enzima que cataliza la síntesis de ADN desde un í 
de de ARN. Adicionalmente se obtuvo evidencia fehaciente de la existen 
de secuencias de ADN viral en las células infectadas. La síntesis de . 
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esta radical que contradecía el 
do dogma central de la biología 
llar. En este contexto, la 
sis de Temin de que el VSR se 
aba transfiriendo su 
ación de ARN a ADN no sólo 
ñie aceptada por la comunidad 
rica, sino que fue recibida con 
generalizada. Sin embargo, 
i continuó durante los años &Q 
experimentos tratando de aportar 
evidencia más convincente para 
hipótesis. Sus esfuerzos 
aron en 1970 con el 
brimiento por Temin y Satoshi 
tan!, e independientemente por 
1 Baltimore, de una enzima viral, 
ida ahora como transcriptas 
, que sintetiza ADN a partir de 
molde de ARN -—una 

xación bioquímica inequívoca 
que el dogma central podía 
irse 

Temin concluyó su artículo de 1970 
la afirmación de que los 


resultados «constituyen una fuerte 
evidencia de que la hipótesis del 
pro virus de ADN es correcta y que los 
virus inmorales de ARN tienen un 
genoma de ADN cuando están dentro 
de las células y un genoma de ARN 
cuando están en forma de viriones. 
Estos resultado pueden tener 
importantes implicaciones en la 
cardnogénesis de origen viral y 
posiblemente en los modelos de 
transferencia de información en otros 
sistemas biológicos». Como predijo 
Temin, el descubrimiento de la 
síntesis de ADN dirigida por ARN ha 
llevado a importantes avances en el 
entendimiento del cáncer, los 
retro virus humanos y el 
reordenamiento genético. La 
transcriptas^ inversa se ha conveüdo 
en una herramienta crítica para clonar 
el ADN, repercutiendo en 
virtualmente todas las áreas de la 
biología celular y molecular 
contemporánea. 



Efecto de lt i actinomicina D sobre la 
rept tención del R5VÍ Las células infectadas 
con RSV fueron cultivadas con las 
concentraciones indicadas de actinomicina 
D durante 3 horas. La actinomicina D 
entonces fue eliminada y la cantidad de 
virus producidos fue determinada. 


de ARN, ahora denominada trans- 
en inversa, fue establecida como un 
» modo de transferencia de informa- 
en sistemas biológicos. 

W-i transcripción inversa es importante 
solo en la repite ación de los re tro virus 
también en al menos otros dos aspec- 
* la biología molecular y celular. Pri- 
la transcripción inversa no es exclu- 
í' v los retro virus; ocurre también en las 
■ y r como se indica en los Capítulos 5 
frecuentemente es responsable de la 
sicíón de secuencias de ADN de 
localización cromosómica a otra. De 
>, la secuencia del genoma humano ha 
i o que aproximadamente el 40% del 
’ genómico humano deriva de la trans- 
i inversa. Segundo, las enzimas que 
zan la síntesis de ADN dirigida por 
transcriptasas inversas) se utilizan 
mentalmente para generar copias de 
a partir de una molécula de ARN* El 
de la transe rip tasa inversa ha permití- 
estudio del ARNm de células eucarió- 
por medio de los métodos molécula- 
¿e manipulación del ADN utilizados 
1 mente, como será expuesto en la si- 
sección. 


Partícula be retrovims 
Genoma ARN 


Transcripción inversa 




Partículas virales 
hijas 

"I 


Figura 4.13 Transcripción inversa y replkación de retro virus Los 

retrevirus contienen genomas de ARN en sus partículas virales. Cuando 
un retrevirus infecta una célula huésped se sintetiza una copia de ADN 
del ARN viral por medio de la transcriptas inversa. Este ADN viral se 
integra en el ADN cromosómico del huésped para constituir un provirus 
de ÁDN, que se transcribe para dar lugar a virus ARN hijos. 



Sección I * Introducción 


118 


Animación web 


Endonudeasas de restricción 


Las endonudeasas de restricción 
escinden el ADN en secuencias 
especificas de A DN, dejando extremos 
protuberantes o romos en los 
fragmentos de ADN resultantes. 


■ ¿Por qué el ADN de las bacterias 
no es digerido por sus propias 
endonudeasas de restricción? Las 
endonudeasas de restricción no 
funcionan solas en bacterias. Por eí 
contrarío, generalmente funcionan 
en conjunción con enzimas que 
modifican el ADN bacteriano de 
modo que ya no es reconocido por 
las enzimas de restricción. Este 
sistema de restricdón-modifícadón 
asegura que sólo el ADN extraño 
no modificado (p. ej., ei ADN vírico) 
sea digerido por las endonudeasas 
de restricción expresadas en 
cualquier especie concreta de 
bacterias. 


ADN recombinante 


Los experimentos clásicos en biología molecular fueron llamativamente exi- 
tosos en eJ desarrollo de los conceptos fundamentales sobre la naturaleza y 
expresión de los genes. Dado que estos estudios se basaron en el análisis ge- 
nétíco, su éxito dependía en gran medida en la elección como modelos de 
organismos simples y de rápida replicaclón (como las bacterias y los virus} 
Sin embargo, no estaba claro cómo se podrían generalizar estos principias 
fundamentales para proporcionar un entendimiento molecular de la com- 
plejidad de las células eucarióticas, teniendo en cuenta que los genomas dt 
la mayoría de los eu cario tas (p. ej„ el geno m a humano) son hasta mil vece? 
más complejos que el de E. col i. A principios de los anos 70 el panorama de 
estudiar dichos genomas a un nivel molecular era desalentador. En particu- 
lar, no parecía haber una manera de aislar y estudiar genes individuales 
Este obstáculo para el progreso de la biología molecular fue superado 
por el desarrollo de la tecnología del ADN recombinante, que proporcione 
a los científicos la posibilidad de aislar, secuenciar y manipular genes indi- 
viduales derivados de cualquier tipo celular. La aplicación del ADN recorr- 
binante ha permitido el estudio molecular detallado de la estructura y fun- 
ción de los genes euca rió ticos , revolucionando nuestro entendimiento de li 
biología celular. 


Endonudeasas de restricción 

El primer paso en et desarrollo de la tecnología del ADN recombinante i 
la caracterización de las endonudeasas de restricción —enzimas que co 
tan el ADN en lugares concretos y específicos de su secuencia — . Fuer 
identificadas en bacterias, donde aparentemente cumplen una función ¡ 
tensiva frente a la entrada en la célula de ADN extraño (p, ej„ de un viru 
Las bacterias poseen una amplia variedad de endonudeasas de res trícele 
que cortan el ADN en más de un centenar de sitios de reconocimiento, ca 
uno de los cuales consiste en una secuencia específica de entre cuatro y t 
pares de bases (se muestran ejemplos en la Tabla 4.2). 

Dado que las endonudeasas de restricción digieren el ADN a nivel de = 
aiendas específicas, pueden ser utilizadas para cortar una molécula < 
ADN en sitios únicos. Por ejemplo, la endonucleasa de restricción EcoRl i 
conoce las secuencia de seis pares de bases GAATTC. Esta secuencia i 


Tabla 4,2 Secuencias de reconocimiento de endonudeasas de restricción 
representativas 


Enzima 0 

Fuente 

Secuencia de reconocimiento 

EíiínHI 

Baálhis nmyhUque/kásns H 

GGATCC 

Ecoíll 

Escherichk cali RY13 

GAATTC 

Hart II 

Haettioph ibis aegypHus 

GGCC 

tfiridlll 

Hamophüus infhtcuzae Rd 

AAGCTT 

Hpal 

Haemoyhihts parahtfhtenzae 

GTTAAC 

Hpañ 

Haemophil us p&afáfiuame 

CCGG 

Mból 

Mornxrtla bovis 

GATC 

Notl 

Nocardm, otitidte-aiirkru m 

GCGGCCGC 

Sfil 

Strepbmyces fimbriatus 

GGCCNNNNNGGCC 

Taq\ 

Thermus aquaticus 

TCGA 


1 Us enzimas se nombran según la especie de Id que 3e aislaron, seguidlo por un número para disH 
distintas enzimas aisladas ¡í partir deF mismo organismo (p. ej,, Hpal y típaíl). 

" Las secuencias de ro^edmiertfco muestran únicamente la secuenda de una cadena del ADN de doble 
cadena. i representa cualquier base. 
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- 4 Digestión con EcoRÍ y 
foresis del ADN del fago X. La 

EcoRI corta e! ADN del fago X 
: neo sitios (flechas), produciendo 
fragmentos de ADN. Estos 

átos se separan por electroforesis 
de a garosa, Los fragmentos de 
migran hacia el electrodo positivo, 
adose con más rapidez los de 
tamaño. Tras la electroforesis el 
se tiñe con un pigmento 
ente y se fotografía. Se indican 
~os de los fragmentos de ADN. 


X ADN 


21,2 kb 


i i I 


i i 


448,5 kb 


Digestión con Ecofít 


7.5 kb 





5,7 kb 

1 1 

1 1 


5,6 kb 


4,9 kb 


3,6 kb | 1 


Migración 
del ADN 


-te cinco veces en el ADN del bacteriófago X, por lo 
: enzima EcoRI digiere el ADN del fago X en seis 
itos de entre 3,6 y 21,2 kílobases de longitud (1 ki- 

0 kb = 1 .000 pares de bases) (Fig. 4.14). Estos frag- Electrodo H 

1 pueden separarse según su tamaño por medio de 
Hhftroforesis en gel — un método por el que se separan 

moléculas basándose en su velocidad de migración en 
: :' L po eléctrico — . El gel, habitualmente compuesto 
agarosa o poliacrilamlda, se sitúa entre dos compartí- 
con electrodos en los que se dispone un tampón o 
La muestra (p. ej,, la mezcla de fragmentos de 
para ser analizados) se deposita en ranuras prefor- 
■ y se aplica el campo eléctrico. Los ácidos nuclei- 
nenen carga negativa (debido a los residuos fosfato 
estructura), por lo que migran hacia el electrodo 
o. El gel sSe comporta como un filtro poroso que re- 
la migración de los fragmentos más grandes. Las Electrodo (+) 

las de menor tamaño se mueven a través del gel 
mayor rapidez, permitiendo la separación de una 
a de ácidos nucleico® en función de su tamaño. 

E rden de los fragmentos de restricción se puede determinar por una 
Je métodos, obteniéndose (por ejemplo) un mapa de los sitios de cor- 
je Eco Rí en el ADN del fago X, Se pueden utilizar los sitios de corte de va- 
en dono ele asas de restricción para generar mapas de restricción deta- 
de las moléculas de ADN, como los genomas virales (Fig. 4.15). Es 
le aislar con electroforesis fragmentos individuales de ADN produci- 
dor la digestión con endonucleasas de restricción para su estudio poste- 
-incluyendo la determinación de su secuencia de bases — > De esta for- 
: se han caracterizado los ADN de muchos virus. 

La digestión con endonucleasas de restricción por sí sola no proporciona 
naciente resolución para el análisis de moléculas de ADN mayores, como 
v mas celulares. Una endonucleasa de restricción con una secuencia de 
s . r ocimento de seis pares de bases (como la EcoRI) corta el ADN con una 
scuenda estadística de un corte cada 4.096 pares de bases (l/4 b ). Una mo- 


Electroforesis en gel 


£1 r : 

2 kb 

7.5 

kb 

5.7 

kb 

5,6 

kb 

4,9 

kb 

3,6 

kb 


Fotografía 
del gel 


n 1 11. T ▼ IT 


J II !▼ I H !▼ I 


Adenovirus 


▼ fíamHI 

▼ EcoRI 
I HinóM 


Figura 4.15 Mapas de restricción del ADN 
de X y del ADN del adenovtrus humano 2. 

La localización de los sitios de corte de ifaiuHl, 
EcoRI y HáidlII se muestran en los ADN del 
bacteriófago X de E. coii (48,5 kb) y del 
adenovirus humano 2 (35,9 kb). 
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Moléculas de ADN 
recombinante 

La estrategia básica en la donación 
molecular es insertar un fragmento 
de ADN de interés en una molécula de 
AON (denominada vector) que es capaz: 
de replica don independiente en el 
interior de una célula hospedadora, 


ADN humano 
insertado 


Vector plasmid ico 



ÁDN insertado y 
del vector ligados 




Repticación de 
pl asm ¡dos y bacterias 


lécula como el ADN de A (48,5 kb) se podría esperar que diera unos diez 
fragmentos EcoRl, lo cual es consistente con los resultados ilustrados en la 
Figura 4,14. Sin embargo, la digestión con endonucleasas de restricción de 
genomas de mayor tamaño proporciona resultados muy distintos. El gene- 
nía humano tiene unas 3 x Kf kb, por lo que daría unos 500.000 fragmente* 
EcoRL Un número tan grande de fragmentos no se pueden separar entre $ 
y tras la electroforesis en gel de agarosa del ADN humano digerido coa 
EroRI se obtiene una banda continua en vez de un patrón discreto de frag- 
mentos de ADN. Dado que es imposible aislar fragmentos de restricción ir 
dividuales, la digestión con endonucleasas de restricción por sí misma r.: 
proporciona una fuente de ADN homogéneo apropiado para ser estudiada 
Sin embargo, se pueden obtener cantidades suficientes de fragmentos C: 
ADN purificado a través de la donación molecular. 


Generación de moléculas de ADN recombinante 

La estrategia básica en la clonación molecular es insertar un fragmento d¿ 
ADN de interés (p. ej., un segmento de ADN humano) en una molécula (lla- 
mada vector) que es capaz de replicarse de forma independiente en una c¿ 
lula huésped. El resultado es una molécula recombínante o clon molécula: 
compuesto de las secuencias del ADN insertado y del vector. 5c pueden <. r-j 
tener grandes cantidades del ADN insertado si se permite replicarse a ja 
molécula recombinante en un huésped apropiado. Por ejemplo, se pued-~| 
clonar fragmentos de ADN humano pueden ser clonados en vectores pi¿J 
m id icos (Fig* 4.1 ó). Los plásmidos son pequeñas moléculas circulares áa 
ADN que pueden replicarse independientemente — sin estar asociados c i 
el ADN cromosómico — en bacterias. Los plásmidos recombinantes q J 


portan insertos de ADN humano pueden ser introducidos en E. co/i, dondi . 
replican junto con las bacterias para dar lugar a millones de copias del AD>d 
plasmídko, El ADN de estos plásmidos puede aislarse, obteniéndose gr:~- • 


des cantidades de moléculas recombinantes que contienen un fragmenté 
único de ADN humano. Mientras que luí fragmento típico de ADN de 
longitud de I kb representaría menos de una parte en un millón de AD^l 
genómíco humano, representaría aproximadamente una parte en cinco 1 
pues de ser clonado en un vector plasmídico. Adicionalmente el fragme 


puede ser aislado de manera sencilla del resto del ADN del vector utilízaJ 
do las mismas endonucleasas de restricción usadas para su inserción y rej 


fizando una electroforesis en gel, permitiendo el análisis y posterior mar 
pul ación de un fragmento puro de ADN humano. 


Los fragmentos de ADN utilizados para crear moléculas de ADN reo 


binante son generados por digestión con endonucleasas de restricción. \ld 


chas de estas enzimas cortan sus secuencias de reconocimiento de forma aj 


caloñada, generando extremos complementarios o cohesivos de una sz4a 




hebra que pueden asociarse entre sí por apareamiento complementario as 
bases (Fíg. 4.17). Los extremos complementarios emparejados pueden _ -1 
nectarse de forma definitiva por medio de una ADN lígasa, una enzirJ 
que repara roturas en las hebras de ADN (véase Cap. 6). De esta forma á J 
fragmentos distintos de ADN (p, ej,, un inserto de ADN humano y un veJ 
tor plasmídico de ADN) acondicionados tras digestión por la misma enJi“ 
nudeasa de restricción pueden ser unidos para crear una molécula de j 
recombínante. 


Figura 4.16 Generación de una molécula de ADN recombínante. Un fragme 
de ADN humano es insertado en un vector plasmídico do ADN. La molécula 
recombínante resultante se introduce a continuación en E. coli , donde se replica 
¡unto con la bacteria para generar una población de bacterias portadoras de 
plásmidos con el inserto de ADN humano. 
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L > fragmentos de ADN que pueden ser donados no se limitan a aque- 
hss que terminan en sitios de corte de enzimas de restricción. Es posible 
sáidir a los extremos de cualquier fragmento de ADN, permitiendo que 
camente cualquier fragmento de ADN" sea ligado a un vector y aislado 
un don molecular 

Además del ADN, es posible clonar también secuencias de ARN (Fig, 
' k El primer paso es sintetizar una copia de ADN a partir de! ARN por 
redio de la transcriptasa inversa. El ADN producido (denominado ADNc 
:e es complementario al ARN utilizado como molde) se liga al vector 
ADN del modo antes descrito. Dado que los genes eu carió ticos están 
fcibitualnieiite interrumpidos por secuencias no codificantes o intrones 
Cap. 5), que se eliminan del ARNm por corte y empalmado o Spii- 
■. k posibilidad de donar ADNc además del ADN genómico ha sido trí- 
para el entendimiento de la estructura y función de los genes. Además, 
_ donación del ADNc permite que el ARNm correspondiente a un solo gen 
aislado como un gen molecular. 


ectores para ADN recombinante 

Dependiendo del tamaño del ADN que se inserta y del propósito del expe- 
~en to es posible utilizar distintos vectores de donación para generar mo- 


Figura 4.17 Unión de moléculas de 
ADN. El ADN pasajero y el del vector 
se digieren con una endon ucleasa de 
restricción (como la EcoRI), que corta 
en sitios escalonados dejando extremos 
complementarios de cadena simple. El 
ADN que se desea insertar y el del 
vector se asocian por apareamiento 
complementario de bases, y la unión 
coval ente de las hebras de ADN por 
medio de una ADN ligasa produce una 
molécula recombinante. 
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transcriptasa inversa 
para generar una copia 
de ADNc complementario 
a partir de una molécula 
de ARNm 
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Figura 4.18 Clonación de ADN 
complementario. 
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léculas recombinantes. Los sistemas más básicos para el aislamiento y p: 
pagación de ADN donado se exponen aquí. Otros tipos de vectores d* 
^arrollados para expresar ADN donado e íntroduccir moléculas recom 
n antes en células eucar i óticas se discuten en secciones posteriores. 

Los plásmidos generalmente se usan para clonar insertos de ADN ge 
mico o ADNc de hasta unos pocos miles de pares de bases. Los vecto 
plasmídicos generalmente consisten en 2 a 4 kb de ADN, incluyendo 
origen de replicador» — la secuencia de ADN que señaliza a la ADN pe 
merasa de la célula hospedadora para que replique la molécula de ADN— 
Adicionalmente, los vectores plasmídicos portan genes que confieren n 
tencía a antibióticos (p, ej., resistencia a ampicilina), de forma que las baci 
rías que portan el pías mido puedan ser seleccionadas, Por ejemplo, en la 1 
gura 4.19 se ilustra el aislamiento de clones de ADNc humano en un vect 
plasmídico. Un grupo de fragmentos de ADNc son ligados a un plásme 
de ADN previamente digerido mediante una endonudeasa de res trice i 
Las moléculas de ADN recombinantes resultantes se emplean a continc 
ción para transformar E. coíi. Las colonias resistentes a antibióticos, que o 
tienen el ADN plasmídico, son seleccionadas. Puesto que cada plásmido - 
combinante da lugar a una sola colonia resistente a antibiótico, las bacter¿ 
presentes en una cualquiera de estas colonias contendrán un único inser 
de ADNc. Las bacterias que contengan el plásmido de interés pueden o 
cerse en grandes cantidades y extraerse su ADN. Las pequeñas moléc 
circulares de ADN plasmídico, de las que a menudo existen cientos de o 
por célula, pueden separarse del ADN cromosómico bacteriano; el resu 
do es ADN plasmídico purificado apropiado para el análisis del inserto ¡, 
nado. 

Los vectores de bate rió fago k también son empleado para el aislarme: 
tanto de ADN gen óm ico como de clones de ADNc a partir de células ec 
r i otas, y puede acomodar fragmentos mayores de ADN inserto que los piá 
midos, En los vectores de donación X, las secuencias del genoma del ba: 
riófago que son dispensadles para la replicadón viral han sido eliminada: 
sustituidas por sitios únicos de restricción para la inserción de ADN ck 
do. Estas moléculas recombinantes pueden ser introducidas en E. coíi, de 
de se replican y generan millones de fagos progenie que contienen un se 
inserto de ADN, El ADN de estos fagos puede entonces aislarse, dando 
gar a grandes cantidades de moléculas recombinantes que contienen 
solo fragmento de ADN clonado. Los insertos de ADN pueden ser de has 
15 kb y generar un genoma recombinante que puede ser empaquetado 
las partículas de bacteriófago X. 

En determinados estudios de análisis de ADN genómlco es preciso c 
nar fragmentos de ADN mayores de lo que un fago X puede portar. Ex A: 
cinco tipos principales de vectores empleados con este fin (Tabla 4,3), Ver 
res de tipo cósmico que acomodan insertos de aproximadamente 45 kb. i 
tos vectores contienen secuencias del bacteriófago k que permiten el e: 
quetairüento eficiente del ADN clonado en partículas de fago. Además, 
cósmicos contienen orígenes de replicadón y genes para la resistencia a a 
tibióticos que son característicos de los plásmidos, de modo que pueden i 
pilcarse como plásmidos en el interior de células bacterianas. Otros 
pos de vectores se derivan del bacteriófago Pl r en lugar del bacteriófago 
Los vectores derivados del bacteriófago Pl, que permiten acomodar fraj 
m en tos de ADN de 70 a 100 kb, contienen secuencias que permiten el es 
paqueta miento de moléculas recombinantes in litro en partículas de fago : 
para a continuación replicarse como plásmidos en E. coli. Los vectores i 
tipo cromosoma artificial Pl (PAC) también contienen secuencias del ra 
teríófago Pl, pero se introducen directamente como plásmidos en E. 
pueden acomodar insertos mayores de 130 a 150 kb. Los vectores de 
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4.19 Clonación con vectores 
icos. El vector es una pequeña 
circular que contiene un 
de replica don (orí), un gen q ue 
resistencia a ampidüna (Amp r ) 
s tío de restricción (p. ej., EcoRI) 
remede utilizarse para insertar 
extraño. El ADN pasajero 
ADMc humano) se liga a! vector 
7 .émidos recombinantes son 
rara transformar E. colL Las 
se cultivan en un medio que 
ampícilina, por lo que 
te forman colonias las 
que contienen el plásmido y 
¿entes a ampidlina. Cada 
de bacterias conteniendo el 
o puede entonces aislarse y 
crecer en grandes cantidades, 
aislar los plásmidos 
mantés, 


Colonias de bacterias 
resistentes a ampicüina 


Cultivo de las bacterias en un medio 
con ampícilina 


de cultivo 
con ampícilina 


Bacterias conteniendo 
el plásmido recombinante 


soma artificial de bacteriófago (BAO se derivan de un plásmido 
curre de forma natural en E, cali (denominado el factor F). El origen de 
ación y otras secuencias del factor F permite a los BAC replicarse 
plásmidos estables que contienen insertos de 120 a 300 kb. Fragmen- 
te! uso mayores de ADN (250-400 kb) pueden clonarse en vectores de 
cromosoma artificial de levadura (YA O. Estos vectores contienen orí- 


de replicación de levaduras además de otras secuencias (centrómeros 
_ meros, estudiados en el Cap. 5) que les permiten replicarse como mo- 
cadas lineares tipo cromosoma en el interior de células de levadura. 
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Tabla 4.3 Vectores para donar fragmentos grandes de ADN 


Vector 

Inserto de ADN <kt»> 

Célula huésped 

Cosmidos 

30-45 

£, Cü/Í 

Bacteriófago P1 

70-100 

E.colí 

Cromosoma artificial P1 (PAC) 

130-150 

E. coli 

Cromosoma artificial bacteriano (BAC) 

120-300 

E. cotí 

Cromosoma artificial de levadura (YAC) 

250-400 

Levadura 


Secuenciación de ADN 

La clonación molecular de un fragmento individual de ADN permite el ais- 
lamiento de ks grandes cantidades de material genético necesarias para 
estudio detallado, incluyendo la determinación de su secuencia de nucleón- 
dos. La determinación de las secuencias nucleotí dicas de un gran númt 
de genes ha permitido estudiar no sólo la estructura de sus productos p: 
teínieos, sino también las propiedades de ks secuencias de ADN que rega 
lanía expresión génica. Además, las secuencias codificantes de genes de tti 
cíente descubrimiento están relacionadas frecuentemente con las de gena 
previamente estudiados, y la función de los genes aislados de novo se puede 
con frecuencia deducir correctamente basándose en dichas similitudes. 

La secuenciación del ADN generalmente se realiza con sistemas autorr^ 
tizados que son tanto rápidos como precisos, de modo que la determinan * 
de una secuencia de varias kilobases de ADN es una tarea sencilla. De esa 
modo, es mucho más fácil clonar y secuenciar ADN que determinar la 
cuencia de aminoácidos de una proteína* Dado que la secuencia de nude> 
tidos de un gen puede traducirse fácilmente a la secuencia de aminoácidd 
de la proteína codificada, la manera más sencilla de determinar la secuenoa 
de una proteína es secuenciar un gen clonado o ADNc. 

El método más común de secuenciación de ADN se basa en k Ínter rup 
don prematura de la síntesis de ADN por la inclusión de dideoxinudeoísJ 
dos (que no contienen el grupo hidroxüo en 3') termina dores de cadena 
reacciones de la ADN polimerasa (Fig. 4,20). La síntesis de ADN se inicia es* 
un punto único del ADN donado a partir de un cebador sintético. La re^ 
ción de síntesis de ADN incluye a los cuatro dideoxinucleótidos (A, C tí 
y T) además de sus homólogos habituales* Cada uno de los cuatro dideoi 
nucteótidos está marcado con un marcador fluorescente diferente, de modj 
que su incorporación en el ADN puede monitor izarse. La incorporación 
un dideoxinucleótido detiene la síntesis de ADN porque no hay ninyJ 
grupo hidroxilo en 3' disponible para la adición del siguiente nucleótids 
Así se generan una serie de moléculas de ADN, cada una terminando en i 
base representada por un dideoxinucleótido fluorescente específico. Esta 
fragmentos de ADN son entonces separados en función de su tamaño me 
diante eiectroforesis en gel. A medida que se resuelven las bandas de AL^j 
recién sintetizadas a través del gel, pasan a través de un haz de láser que e 
cita los marcadores fluorescentes. La luz emitida resultante es detectada p¡ 
un folomultip lie ador, y un ordenador recolecta y analiza los datos. El tanal 
ño de cada fragmentó se determina por su dideoxinucleótido terminal, m 
cado por un color específico de fluorescencia, de modo que la secuencia 
ADN puede ser leída por el orden de fragmentos marcados con fluoresr* 
da a medida que migran a través del gel. La secuenciación automática 
alto rendimiento de este tipo, ha permitido el análisis a gran escala neess 
rio para la determinación de las secuencias de genomas completos, 
vendo el humano. 
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Síntesis de AON en presencia de dideoxinudeótfdos 
term i n adores en cadena con marcadores fluorescentes 
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,'a 4,20 Secuencí ación de AON. Dideoxínudeótidos, que carecen de grupos 
er las posiciones 3' además de la posición 2' de la desoxirríbosa, se emplean 
terminar la síntesis de ADN en bases específicas. Estas moléculas son 
oradas de forma normal en las cadenas crecientes de ADN. Puesto que 
de tm OH 3', sin embargo, el siguiente mideóbdo no puedo añadirse, de 
que la síntesis de la hebra de ADN' termina. La síntesis de ADN es iniciada 
i sitio específico con un cebador La reacción contiene cuatro 
dnudeótidos. Cuando se incorpora el dideoxínucleótido, la síntesis de ADN 
detiene, de forma que la reacción genera una serie de productos que se extienden 
ie el cebador hasta la base sustituida por un dídeoxinudeótido fluorescente, 
r productos son separados medíante electroforesis en gel, A medida que las 
feiras de ADN migran a través del gel, pasan a través de un haz láser que excita a 
marcadores fluorescentes de los dideoxinucleótídos. La luz emitida es detectada 
un fotomuitiplícador que está conectado a un ordenador que recolecta y analiza 
' datos que determinan la secuencia de ADN. 


Animación web 

Secuenctación de una hebra 
de ADN 

Un método para la secuendación de 
ADN implica a una reacción de síntesis 
de ADN modificada que emplea 
nucleótidos de terminación de cadena y 
cebadores fluorescentes, que pueden 
ser identificados medíante sistemas de 
detección a uto matiza dos. 



■opresión de genes donados 

pdemás de permitir la determinación de la secuencia de nucleótidos de los 
genes — y por tanto la secuencia de aminoácidos de las proteínas codifica- 
— la clonación molecular ha proporcionado nuevas posibilidades en la 
rtención de grandes cantidades de proteínas para su caracterización es- 
mctural y funcional. Muchas proteínas de interés están presentes a muy 
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Figura 4.21 Expresión en bacterias 
de genes donados. Los vectores de 
expresión contienen las secuencias 
promotoras (pro) que dirigen la 
transcripción del ADN insertado en 
bacterias y las secuencias necesarias 
para la unión del ARNm a los 
ribosomas (secuencias Shine-D algamo 
[SD| h como se comenta en el Cap. tí). Es 
posible expresar de forma eficiente un 
ADNc eucariótico insertado junto 
a estas secuencias, obteniéndose 
proteínas eucarióticas a partir de 
bacterias transformadas. 


Producción 
de proteína 
eucariótica 




Amf? 


Am 


Promotor bacteriano 
de 


Inserción del ADNc eucariólico 


Transformación de E. cotí 


baja concentración en células eucarióticas y por tanto no pueden purifica! 
en cantidades significativas por técnicas bioquímicas convencionales, t 
embargo una vez clonado su gen este problema puede ser solucionado c 
el desarrollo de vectores que consigan altos niveles de expresión genética 
bacterias o células eucarióticas. 

Para expresar un gen eucariótico en E. cali el ADNc de interés se do 
con un fago o un plásmido (denominados vectores de expresión) que a 
tenga las secuencias que dirigen la transcripción y traducción del gen ins 
tado en bacterias (Fig. 4.21), Los genes insertados se llegan a expresar a 
veles tales que la proteína codificada por el gen clonado supone d 10% i 
total de la producción de proteína bacteriana. La purificación posterior 
cantidades suficientes de la pro teína para estudios bioquímicos o estruc 
rales es una tarea sencilla. 

En ocasiones es más útil expresar un gen donado en una célula euc, 
tica en lugar de hacerlo en una bacteria. Este modo de expresión es im 
tante, por ejemplo, para asegurarse de que las modificaciones postradui 
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; de la proteína (como la adición de carbohidratos o lípidos) se produ- 
de forma normal. La expresión de proteínas en células eucariótícas se 
£iie insertando el gen donado en un vector (habitualmente derivado 
un virus) que induce una expresión génica de alto nivel. Un sistema uti- 
do a menudo para expresar proteínas en células eucarióticas es la infec- 
i de células de insecto por un vector baculovírus, que induce altos nive- 
- Je expresión de genes insertados en el lugar de una pro teína estructural 
Alternativamente es posible obtener altos niveles de expresión proteí- 
i usando vectores adecuados en células de mamíferos. 

La expresión de genes clonados en levaduras es especialmente útil por- 
pueden emplearse técnicas sencillas de genética de levaduras para 
hcar proteínas que interaccionan entre sí. En este tipo de análisis, de- 
nado sistema de doble-híbrido en levaduras, se unen dos ADNc dife- 
(por ejemplo, procedentes de células humanas) a dos dominios 
ates de una proteína que estimula la expresión de un gen diana en la 
jura (Fíg. 4,22). Las levaduras son transformadas con los clones de 
Se híbrido para estudiar si se producen interacciones entre las dos pro- 
s. Si las proteínas humanas Ínter accionan entre sí, se unirán los dos do- 
os de la proteína de levadura. La expresión del gen diana puede detec- 
fácilmente medíante el crecimiento de la levadura en un medio 
:ico o por la producción de una enzima que produce una colonia azul, 
el el sistema de doble híbrido proporciona un método directo para estu- 
• -as interacciones proteín a - pro teína . De hecho, ensayos de doble híbrido 
■ evaduras de alto rendimiento han sido empleados para construir mapas 
r interacción a gran escala de miles de proteínas en células eucariotas 
f Fig, 2.33). 
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Frote! na B 
humana 
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de levadura 


Introducción de ADNc 
recombinantes en la célula de levadura 


Gen diana 
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al AON 
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Figura 4.22 El sistema de doble- 
híbrido de levaduras. Los ADNc de 
dos proteínas humanas son donadas 
como fusiones con dos dominios 
(designados 1 y 2) de una proteína de 
levadura que estimula la transcripción 
de un gen diana. Los dos ADNc 
recombinantes son introducidos en 
una célula de levadura. Si las dos 
proteínas humanas Lnteraccionan entre 
sí, se produce la aproximación de los 
dos dominios de la proteína de 
levadura. El dominio 1 se une a las 
secuencias de ADN en un punto de 
inicio anterior al gen diana, y el 
dominio 2 estimula la transcripción del 
gen diana. La interacción entre dos 
proteínas humanas puede por tanto 
detectarse mediante la expresión del 
gen diana en la levadura transformada. 
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Animación web 

Reacción en cadena 
de la polimerasa 

La reacción en cadena de la polimerasa 
permite la producción de millones de 
copias de un fragmento de ADN a partir 
de una sola molécula de ADN al inicio. 




Detección de ácidos nucleicos y proteínas 

El advenimiento de la clonación molecular ha permitido el aislamiento y 
racterización de genes individuales procedentes de células eucariotas 
comprensión del papel de los genes en el interior celular, sin embargo 
quiere del análisis de la organización intracelular y de la expresión de 
genes individuales y de las proteínas que codifican. En esta sección, los p 
cedimientos básicos empleados para la detección de ácidos nucleicos y 
teínas específicos son analizados. Estas técnicas son importantes para 
amplia variedad de estudios, incluyendo el mapeo de genes a cremoso 
el análisis de la expresión genica, la localización de proteínas en orgán 
subcelulares. 

Amplificación de ADN con la reacción en cadena 
de la polimerasa 

La donación molecular permite producir y aislar grandes cantidades de 
ADN en particular. La reacción en cadena de la polimerasa (FCR), des 
liada por Kary Mullís en 1988, es un método alternativo para conseguir 
gran número de fragmentos de material genético a partir de una única 
pía de ADN. Siempre que se conozca parte de la secuencia de la mcL 
de ADN, la TCR puede conseguir una gran amplificación del ADN por 
dio de reacciones llevadas a cabo completamente in vitro . La ADN pol 
rasa se emplea para replicar repetidamente un segmento determinado 
ADN, El número de secuencias de ADN va incrementando de modo e 
nencial, doblándose con cada ciclo de repfieatión, por lo que se puede 
ner una cantidad sustancial de copias a partir de un pequeño número 
moldes de ADN inicíales. Por ejemplo, una única molécula de ADN son 
da a 30 ciclos de amplificación da lugar a 2" copias (aproximadamente 
millones). Por tanto se pueden amplificar moléculas únicas de ADN 
producir cantidades fácilmente detectabtes de ADN, que pueden aisl 
por clonación molecular o ser analizadas directamente por digestión 
endonudeasas de restricción o secuencíación de nucleótidos. 

El proceso de amplificación de ADN por PCR se muestra en la F 
ra 4,23, El material de partida puede ser bien un fragmento de ADN d 
do o una mezcla de moléculas de ADN — por ejemplo, todo el ADN de 
lulas humanas — . A partir de esta mezcla es posible amplificar una re 
específica de ADN, siempre que conozcamos la secuencia de núcleo ti 
que rodea dicha región para poder diseñar cebadores o primera que cor 
cen la síntesis de ADN en el punto deseado. Los cebadores son habi 
mente oligonucleótidos sintetizados químicamente compuestos de 15 a 
bases de ADN, Dos iniciadores comienzan la síntesis de ADN en direc 
nes opuestas desde hebras opuestas. La reacción empieza calentando 
ADN diana a altas temperaturas (p. ej. ; 95 ~C) lo cual separa las hebras 
desciende Ja temperatura para que los cebadores se emparejen con sus 
cnendas complementarias en las hebras del ADN. La ADN polimerasa 
liza los cebadores para sintetizar una nueva hebra complementaría : 
cada hebra de ADN preexistente. En un ciclo de amplificación se obti 
dos moléculas de ADN nuevas a partir de la original. El proceso se pv 
repetir múltiples veces, doblándose el número de moléculas de ADN 
cada ciclo de amplificación. 

Los múltiples ciclos de calentamiento y enfriamiento se llevan a cabo 
medio de sistemas térmicos programadles denominados termociclado 
Las ADN polimerasas empleadas son enzimas termoestables de bacte 
como Thermus aquaticus , que viven en manantiales calientes a tempera tu 
de unos 75 'C, Estas polimerasas son estables incluso a las altas tempera 
ras empleadas para separar las hebras del ADN de doble hebra, por lo 


**29 


Fundamentos de biología molecular 




Calentamiento a 95 -C 
Separación de las hebras de ADN 


13 ' 


IHIIRR||R*^'MS»^URRRIRRRRRRRRRIIR«»UVU^«RRIRRHIRRa 


55 ? C 

Los cebadores se unen a las hebras molde dei AON 




etc. 


'a 4 23 Amplificación del ADN por PCR. La región de ADN que se desea 
picar está flanqueada por dos secuencias utilizadas para cebar la síntesis de 
El ADN de doble cadena inicial se calienta para separar las hebras y después 
para permitir que los cebadores (habitualmente o ligonucl eó tid o s de entre 
I, bases) se unan a cada hebra de ADN. La ADN polimerasa d eThermus 

- i polimerasa Taq) se usa para sintetizar nuevas hebras de ADN empezando 
cebadores, produciéndose la formación de dos nuevas moléculas de ADN, El 
se puede repetir múltiples veces, consiguiéndose en cada ciclo una 
ación del doble de ADN. 


— ruñe ación de ADN se puede realizar de modo rápido y automático, 
j si ble amplificar secuencias de ARN por este método, sintetizando una 
_ : de ADNc por medio de la transcriptasa inversa previamente a la am- 

p _r. ración por PCR. 

Si se conoce suficientemente una secuencia de un gen de modo que pue- 
especificarse cebadores, la amplificación por PCR proporciona un mé- 
rc muy poderoso de detección de pequeñas cantidades de moléculas es- 
nneas de ADN o de ARN en una mezcla compleja de otras moléculas. 
L- - únicas moléculas de ADN que serán amplificadas por PCR son aquellas 
. . contengan secuencias complementarlas a los cebadores empleados en 
M n acción. Por lo tanto, la PCR puede amplificar selectivamente un molde 
mspeciñco a partir de mezclas complejas, como el ADN o ARN total de una 


■ La PCR se ha convertido en un 
método forense extremadamente 
potente. La amplificación por PCR 
permite a Los investigadores 
obtener un perfil de ADN a partir 
de muestras pequeñas de ADN 
presentes en una escena 
de crimen. 
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célula. Esta sensibilidad tan extraordinaria ha hecho de la PCR una 
importante para una diversidad de aplicaciones incluyendo el análisis 
expresión génica en células disponibles en cantidades muy limitada^. 

Los segmentos de ADN amplificados por PCR también pueden - 
ciarse directamente o ser ligados a vectores y propagados como dones 
leculares. La PCR permite la amplificación y clonación de cualquier 
mentó de ADN para el que puedan diseñarse cebadores. Puesto qi 



das, la PCR puede ahora utilizarse para amplificar y clonar una canti 
mensa de fragmentos de ADN, con virtiéndola en una importante c 
ción al repertorio de técnicas de ADN recombinante. 


dación de ácidos nucleicos—. Pueden hibridar entre sí dos hebras de 
dos hebras de ARN y una de ADN con otra de ARN. 



ADN molde proporciona la especificidad a la amplificación por PCR 
c ¡analmente, una variedad de otras técnicas emplean la hibridación de 
dos nucleicos como medio para detectar secuencias de ADN o ARN qi 
complementarias a cualquier ácido nucleico aislado, como una secuen 
ADN clonado (Fig. 4.24), El ADN donado es marcado con nucleótidos 
di oactivos o con nucleótidos modificados que pueden detectarse por 
rescencia o quinúolumimsceñda. Este ADN marcado es después emp 
como sonda para la hibridación con secuencias de ADN o ARN co 


La transferencia Southern o Southern hlotting (técnica desarrollada 
E. M Southern) se utiliza de modo generalizado para la detección de g 


Desnaturad una endonucleasa de restricción, y los fragmentos obtenidos se separan 


electroforesis. E] gel se adhiere aun filtro de nitrocelulosa o nylon, al 
transfieren los fragmentos de ADN, para dar una réplica del gel. El til 
entonces incubado con una sonda marcada, que híbrida con los fragm 
de ADN que contienen la secuencia complementaria, permitiendo la v 


La transferencia Northern o Northern hlotting es una variante de la \ 
ca de transferencia de Southern, utilizada para la detección de ARN en 
de ADN. La totalidad del ARN celular es extraída y fraccionada segur 


Figura 4.24 Detección de ADN por hibridación de ácidos nucleicos. Puede 
detectarse una secuencia específica entre todo el ADN celular por hibridación cor 


sonda marcada radiactiv amente y se baja la temperatura hasta los 65 Ü Q 
permitiendo que las cadenas de ADN complementarías se apareen entre sí. La 


que pueden ser detectadas entonces como moléculas radiactivas de doble cadena 



Animación web 


Hibridación de ácidos nucleicos 

La clave para la detección de secuencias específicas de ácidos nucleicos 
apareamiento de bases entre hebras complementarias de ARN o ADN 
metidas a altas temperaturas (p. ej., 90 a 100 D C) las hebras complem 


Hibridación 


de ácidos nucleicos 


A temperaturas elevadas, las hebras 
complementarias de ADN se separan, 
y cuando se enfrian vuelven a formar 
moléculas de doble hebra como dicta 
la complem entari edad de bases. 



Si dichas hebras desnaturalizadas de ADN se incuban en condiciona- 
cu adas (65 "C), renaturalizarán para formar moléculas de doble cader,- 
apa rea miento complementario de bases — un proceso denominado 



m irascencia de los híbridos de doble cadena resultantes. 



95 -C 


específicos en el ADN celular (Fig. 4,25). El ADN problema es digerid. 


Las cadenas 
se separan 



lizacion de estos fragmentos específicos de ADN celular. 



secuencia del ADN 
celular 


tamaño por electroforesis en gel. De igual forma que en la transferencia 
Southern, los ARN se transfieren a un filtro y se detectan por híbrida 



una sonda de ADN marcada radiactivamente. Se desnaturaliza el ADN 
calentándolo hasta 95 °C, obteniéndose moléculas de cadena única. Se añade la 


sonda marcada se híbrida con las secuencias complementarias del ADN celular. 
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J 

X>Q$C 


El ADN as digerido con 
una endon ucleasa 
de restricción 


Figura 4.25 Transferencia Southern. Los 

fragmentos de ADN obenidos con una 
endonudeasa de restricción son separador 
mediante electroforesis en gel. Se identifican los 
fragmentos de ADN específicos por hibridación 
con una sonda apropiada. 




1 


i r r 

KúmóWK 


Migración 


Sa separan los fragmentos 
da restricción de distinto 
tamaña mediante 
electroforesis en get 



Toallas de papel 


Se desnaturaliza el ADN y 
se transfiere a un filtro 
mediante el paso por una 
solución salina a través 
del gel 


Solución saiina 



*,/wv 

•AAA 


■íAAA- 


A. 


Se híbrida el filtro con 
una sonda radioactiva, 
que se une a las 
secuencias de ADN 
complementarias 


vv^í^ 


La sonda adherida al 
filtro es detectada 
mediante 

autorradiografía, que 
revela el fragmento de 
ADN con el cual se ha 
h ibridado la sonda 



Radiografía 



arr una sonda donada. La transferencia de Northern se usa con frecuenda 
mr estudios sobre expresión génica — por ejemplo para determinar La pre- 
Eencia de ARNm específicos en distintos tipos celulares. 

La hibridación de ácidos nucleicos también puede emplearse para identi- 
•car dones moleculares que contienen insertos específicos de ADN celular. 
W. primer paso en el aislamiento tanto de ADN genómico o de clones de 
ADNc es frecuentemente la preparación de bibliotecas de ADN recombi- 
*ante — colecciones de dones que contienen todas las secuencias genómi- 
C 2 s o de ARNm de un tipo celular concreto (Fig, 4.26) — , Por ejemplo, una 
fctrliofeca de ADN humano genómico puede prepararse clonando fragmen- 
ta aleatorios de ADN de unas 15 kb en un vector X. Puesto que el genoma 
humano es de aproximadamente 3 millones de kb, el genoma humano com- 
fcfeto estaría representado por una colección de aproximadamente 5ÜÜ.ÜÜQ 
"-.mes de este tipo. Cualquier gen para el que haya un cebador disponible 
ruede ser aislado a partir de una biblioteca recombinante de este tipo. Los 
íagos recombinantes son sembrados sobre E. cúíi , y cada fago se replica p ra- 
ra dendo una placa de lisis sobre un césped de bacterias. Las placas son en- 


Animación web 

Southern biot 

Los fragmentos de ADN son separados 
empleando la electroforesis en gei y 
después “tomo parte de fa técnica de! 
Southern blot- se incuban con una 
sonda de ADN radiactiva para identificar 
]os fragmentos de ADN espedficos. 
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Figura 4.26 Búsqueda por 
hibridación en una biblioteca 
reco m b i n a nte. Los f ragmen tos de 
ADN celular son donados en un vector 
bacteriófago X y son empaquetados en 
partículas del fago, obteniéndose una 
serie de fagos recom binantes que 
contienen diferentes ADN celulares 
insertados* Los fagos infectan 
bacterias, y el cultivo se cubre con un 
filtro. Algunos de los fagos de cada 
calva se transfieren al filtro, que 
entonces se híbrida con una sonda 
marcada radioactivamente para 
identificar la placa de fagos que 
contiene el gen buscado. En ese 
momento se puede aislar la calva de 
fagos dentro del cultivo original. 


Animación web 

Hibridación de colonias 

Las bacterias pueden englobar 
bibliotecas de ADN recorrí bina nte, y 
moléculas específicas de ADN de la 
biblioteca pueden ser identificadas 
mediante el procedimiento de 
rippri dación de colonias -un 
procedimiento en el que el ADN 
se incuba con una sonda especifica 
de ADN. 



Fragmentos 
de ADN 
celular 


Fago recombJnante 
que contiene 
diferentes fragmentos 
de ADN celular 


inserción en él vector X 
Empaquetamiento en partículas 
del fago 





Fago recombinante - 

que tiene insertado 
el ADN celular 
buscado 



Radiografía 


tortees adsorbidas a un filtro en un proceso similar al de la transieren 
ADN de un gel a un filtro durante un Southern blot, y los filtros son 
dados con una sonda marcada para identificar las placas de fagos que 
tienen el gen de interés. Una variedad de sondas pueden ser emple 
para estos experimentos. Por ejemplo, un clon de ADNc puede emple 
como sonda para aislar el don genómico correspondiente, o un gen d 
de una especie (p. ej,, de ratón) puede emplearse para aislar un gen r 
nado de otra especie diferente (p. ej., humano). La placa adecuada p 
entonces ser aislada a partir de la placa original para propagar el fago 
combinante que porta el inserto de ADN celular de interés, Procedimi. 
similares pueden usarse para analizar colonias bacterianas que portan 
nes de ADN píasmídico, de forma que pueden aislarse clones espe 
mediante la hibridación tanto de librerías de fagos como plasmf dicas. 

En lugar de analizar un gen cada vez, como en la transferencia Sou 
o Northern, la hibridación a microarrays de ADN permite el análisis s r 
táneo de miles de genes, A medida que se han hecho disponibles las 
cuenrias completas de genomas eucarióticos, la hibridación a microa 
de ADN ha permitido a ios investigadores realizar análisis globales de 
cnendas presentes en muestras celulares de ADN o ARN. Un micro 
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r ¿Lira 4.27 (Vlicrparrays de ADN. (A) Un ejemplo del análisis comparativo de la 
>ión génica entre células cancerosas y normales se emplea como molde para 
a síntesis de sondas de ADNc marcadas con diferentes colorantes fluorescentes 
z ci una sonda fluorescente roja para el ADNc de una célula cancerosa v una 
de para el ADNc de una célula normal). Las dos sondas de ADNc se mezclan y 
■ffcbridan con un microarray de ADN que contiene puntos de oligonucleotidos 
.set corresponden a IO.QQQ 0 más genes humanos diferentes. El nivel relativo de 

i de cada gen en células cancerosas comparado con células normales viene 
do por la relación entre la fluorescencia roja y verde en cada posición del 
-oarray. (B) Fotografía de una porción de un microarray. 


ADN consiste en una lámina de cristal o membrana sobre la que se im- 
i oligonudeótidos o fragmentos de ADNc por un sistema de robótíca 
pequeños puntos a una elevada densidad (Fig. 4.27). Cada punto del 
, consiste en un solo oligonudeótido o ADNc. Más de 10.000 secuencias 
; de ADN pueden ser impresas sobre un portaobjetos de cristal típico 
microscopía f de modo que es posible producir microarray s de ADN 
contienen secuencias que representan a todos los genes de un gen orna 
r Tal y como se ilustra en la Figura 4.27, una de las aplicaciones más 
unes de los mícroarrays de ADN es para los estudios de expresión gé- 
por ejemplo, una comparación de los genes expresados por dos tipos 
células diferentes. En un experimento de este tipo, las sondas de ADNc 
sintetizan a partir de los ARNtn expresados en cada uno de los dos tipos 
.tres (p. ej., células cancerosas y normales). Los dos ADNc se marcan 
colorantes fluorescentes diferentes (generalmente rojo y verde), y una 
i de los ADNc se híbrida con un microarray de ADN en el que 10.000 
genes humanos están representados como puntos aislados. A cond- 
ón se analiza el array mediante el uso de un escáner láser de alta reso- 
lvía cantidad relativa de transcripción de cada gen en las células can- 
's comparada con la de las células normales está indicada por la 
i entre fluorescencia roja y verde en cada punto del array. 
i hibridación de áridos nucleicos se emplea para detectar secuencias de 
o ARN homologas no sólo en extractos celulares, sino también en cro- 
as o células intactas — un proceso denominado hibridación in situ 
4 28) — . Con esta técnica se analiza la hibridación de sondas radiacti- 
o fluorescentes por medio del microscopio. Por ejemplo, se emplean 
- marcadas para hibridar con cromosomas intactos con el fin de id en - 
p la región del cromosoma que contiene un gen determinado. La híbri- 
i. in situ puede también emplearse para detectar ARNrn específicos en 
Untos tipos celulares de un tejido. 

Jas de anticuerpos para proteínas 

-smdios acerca de la expresión y función géníca requieren no sólo la de- 
de ADN y ARN, sino también de proteínas específicas. En dichos es- 
los anticuerpos ocupan el lugar de las sondas de ácidos nucleicos 
recetantes que mteractionan de modo selectivo con moléculas protei- 
cos anticuerpos son proteínas sintetizadas por determinadas células 
sstema inmune (los linforitos B) que reaccionan con moléculas que el or- 
i huésped ha reconocido como exógenas (antígenos) “por ejemplo, 
. lerta proteínica de un virus — . Los sistemas inmunes de los vertebra- 
son capaces de sintetizar millones de anticuerpos diferentes, cada uno 


r 4.28 Hibridación in situ por fluorescencia. Hibridación de los 

as humanos con sondas fluorescentes específicas para los cromosomas, 
~ urjan cada uno de los 24 cromosomas de un color diferente. (Cortesía de 
Reid y Hesed Padilla -Nash, National Cáncer Instituto). 


(A) Célula cancerosa 
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Mezcla d© 


O ° o . 

''“'vtsn U proteínas 



Gei de eleclrofar&sís 
(SDS-PAGE) 


Migración 


y>* 

Anticuerpo 


Se transfiere el filtro 



> Bandas 
de 

proteínas 


Se inculca el filtro con 
ei anticuerpo contra 
Ea proteína de interés 



Anticuerpo 
unido a la 


especifica 


Se detecta el anticuerpo 
unido mediante 
radioactividad o líncíón 



Figura 4,29 Transferencia Western. Se separan las proteínas según su tamaño 
por electroforesis en gei de SDS-poLiacril amida (SD5-PA.GE) y ^ transfieren desde 
el gei a un filtro. Se incuba el fUtra con un anticuerpo dirigido contra la proteína 
de interés. El anticuerpo unido al filtro se puede detectar mediante la reacción 
con varios agentes, como una sonda radioactiva que se une al anticuerpo. 


de las cuales reconoce de forma específica un antfgeno en particular, que 
puede ser una proteína, un hidrato de carbono o una molécula no biológica 
Cada linf ocito produce un único tipo de anticuerpo, pero los genes respon- 
sables de la codificación de anticuerpos varían de un linf ocito a otro come 
resultado de un proceso programado de reordena miento génico que tiene 
lugar durante el desarrollo del sistema inmune (véase Cap. 6). Esta variación 
da lugar a un amplio espectro de linfocitos con distintos genes codifican! 
de anticuerpos, programados para responder contra distintos antígenos. 

Los anticuerpos se generan mediante la inoculación de una proteína ex 
t rafia en un animal. Por ejemplo, frecuentemente se obtienen anticuer 
contra proteínas humanas a partir de conejos. El suero de estos animales 
munizados contiene una mezcla de anticuerpos (producidos por distin 
linfocitos) que reaccionan contra zonas distintas del mismo antigeno. $ 
embargo, es posible obtener el mismo tipo de anticuerpo (anticuerpos me 
nocionales) cultivando líneas clónales de linfocitos B de animales inmi: 
zados (habitualmente ratones). Dado que cada linfocito está programa 1 
para producir un tipo único de anticuerpo, una línea clonal o clon de 1 
cites produce un anticuerpo mcmodonal que reconoce un único de te 
nante anúgénko, proporcionando un reactante inmunológico de alta e 
cificidad. 

Pueden utilizarse otros materiales para producir inmunización y sinte 
zar anticuerpos, aparte de proteínas celulares purificadas. Por ejemplo, 
posible inmunizar animales con células intactas para crear anticuerpos 
tra proteínas desconocidas expresadas por una línea celular espe 
(p. ej. H una célula rveoplásica). Dichos anticuerpos se utilizan para identifi 
proteínas específicas expresadas por la linea celular utilizada en la ínnr 
zación. Es frecuente producir anticuerpos contra proteínas expresadas 
bacterias como clones recombinantes. La clonación molecular permite la 
tendón de anticuerpos dirigidos contra proteínas euca rió ticas de difícil ¿ 
la miento. También es posible crear anticuerpos contra péptidos sintáti 
de entre 10 y 15 aminoácidos, en vez de contra la proteína completa. Por 
tanto, una vez que se conoce la secuencia de un gen, se pueden producir 
tieuerpos dirigidos contra péptidos que constituyen parte de la secuer 
proleínica. Dado que los anticuerpos contra estos péptidos sintéticos ] 
tua ¡mente también reaccionan contra la proteína completa, es posible p 
ducir anticuerpos contra una proteína partiendo úni canten te de la se 
cia de un gen donado. 

Los anticuerpos pueden ser utilizados de distintas maneras para det 
proteínas en extractos celulares. La inrrmnotransferenda (también deno 
nada transferencia Western o Western hlotting) y la ¡nmunopreri pitad 
son dos métodos habituales. La transferencia Western (Fig. 4.29) es otra 
riadón de la transferencia Southern. Las proteínas procedentes de extra 
celulares son separadas por electroforesis en gei según su tamaño. De 
que las proteínas tienen formas y cargas eléctricas diferentes, este proc 
requiere una modificación del método utilizado para la electroforesis 
ácidos nucleicos. Las proteínas se separan por una técnica denor 
electroforesis en gei de SDS-pohacrilamida (SDS-PAGE, SDS-po/iWy/ii 
de gei electroforesis), en la cual son disueltas en una solución con el deter 
te dodecíl sulfato sódico (SDS), cargado negativamente. Cada protema 
une a muchas moléculas del detergente, que desnaturaliza y da a la p 
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antíge no-a n tícuerpo 
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■Coactivamente 


Anticuerpo 


El anticuerpo se une 
a la prote ína especifica 



Se disocian 
las proteínas 
mediante 
ebullición 


Complejos ant [geno-anticuerpo 
unidos a las partículas 



Autorradiografía 
para detectar la 
prote ina marcada 
radioactivamente 


1 30 Inmunoprecipitadón. Se incuban las proteínas marcadas 
bv a mente con un anticuerpo, que forma com piejos con la proteina contra Ja 
• i a.ngida (el antígeno), Estos complejos andgeno-anticuerpo se adhieren a 
- que se unen al anticuerpo. Se hierve el conjunto para disolver los 
; antígeno- anticuerp o, y se analizan las proteínas recuperadas con el gel 
¿resis de SDS-poliacrilamida. Se detecta la proteína radioactiva que 
~ító mediante una autor radiografía. 



O O O 


Y-Cr 


Migración 


carga resultante negativa. Bajo estas circunstancias, todas las proteí- 
an hacia el electrodo positivo — -estando sus tasas de migración 
te determinadas (como en el caso de los ácidos nucleicos) por el 
Tras la electrofóresis las proteínas se transfieren a un filtro, que 
con los anticuerpos que reaccionan con la proteina de interés. El 
unido al filtro puede ser detectado de varias maneras, como ía 
liscencia, identificando de este modo la proteína contra la cual 
pdo el anticuerpo. 

,i inmunoprecipitadón los anticuerpos son utilizados para aislar las 
■ contra las que reaccionan (Fig. 4.30). Las células son incubadas 
ácidos radiactivos para marcar sus proteínas, Al extracto celular 
se le añade un anticuerpo, que se une a su antígeno proteínico dia- 
complejos antígeno-anticuerpó resultantes se aíslan y se someten a 
is, permitiendo la detección del antígeno radiactivo por autorra- 

.moprec ¿pita don también puede emplearse para detectar interne- 
te ína -proteína en el interior celular, mediante la co-irunun op reci- 
de dos proteínas que se encuentran interaedonando. Como se des- 
el Capítulo 2, una técnica para la identificación de complejos de 
i es inmunoprecipítar una proteína a partir de células bajo condi- 
suaves de modo que permanece asociada con las proteínas con las 
u ¿ilmen te interactúa en el interior celular. Los complejos proteicos 
redpitados pueden ser analizados, por ejemplo, medíante electro- 
gel y espectrometría de masas, para identificar no sólo la proteína 
£ la que estaba dirigida el anticuerpo, sino también otras proteínas 
que se encontraba asociada en el extracto celular, 
fue expuesto en el Capítulo 1 los anticuerpos pueden ser utiliza- 
visualizar proteínas en el interior de las células, así como en célu- 


m 


Anii 


web 


Anticuerpos m o nocional es 

Los anticuerpos monodonales pueden 
producirse mediante la inoculación de 
un animal (como un ratón) con un 
antígeno, dándole tiempo al animal 
para que produzca una respuesta 
inmune, recolectando las células B del 
animal, y después fusionando las 
células B con células inmortales de 
mié] orna -creando así híbrido mas que 
pueden ser analizados para la 
producción de anticuerpos útiles. 
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Figura 431 Inmuno flúores cencía. Las células 
humanas en cultivo fueron teñidas con 
anticuerpos inmunofl uorescen tes frente a la 
actina (azul) y la tubulina (amarillo). Los 
núcleos están teñidos con un marcad tir 
fluorescente rojo, (De Dr. Torsten 
Wiitmann/ Photo Researchers, IncJ 



las lisa das. Las células se tiñen con anticuerpos marcados con pigrm 


fluorescentes, tras lo cual al ser examinados con el microscopio de fiuos 
cencía se visualiza la localización subcelular de las proteínas antigémai 
(véase Fig. 4,31). Los anticuerpos pueden ser etiquetados con marcada* 
visibles a! microscopio electrónico, como metales pesados, permitiendo! 
visualización de anügenos a nivel ultraestructuraL 

Función de los genes en eucariotas 

Las técnicas de ADN recombinante descritas en las secciones previas r* 
pordonan poderosas herramientas para el aislamiento y caracterizado-* 
tallada de los genes de las células eucariótieas. Sin embargo para en ten* 
la función de un gen es necesario analizarlo formando parte de la ceíiÉÍ 
de un organismo intacto — no simplemente como un clon molecular en M 
bacteria—. En la genética clásica la fundón de los genes ha sido put>3* 
manifiesto por las alteraciones en el fenotipo de los organismos mutafl 
La llegada del ADN recombinante ha añadido una nueva dimensión i* 
estudios sobre la función de los genes, dado que ha hecho posible investí 
la función de un gen de forma directa reintrtxiudendo el ADN donad™ 
una célula eucariótica, En organismos cucar ínticos más simples, c 


de virtualmente cualquier gen m ufado. Existen diversos métodos 
traducir genes donados en células animales y vegetales en cultivo, ¿ 
en organismos intactos, con el fin de realizar análisis funcional* 
avances se pueden complementar con ía posibilidad de introduci: 
nes en el ADN clonado in uüra> aplicando el poder de las técnica 
recombinante a los estudios funcionales de los genes perteneden! 
notas más complejos. 


Las levaduras son particularmente ventajosas para Los estudios d 
molecular en eucariotas (véase Cap, 1). El genoma de la Ssceham 
visiac, que contiene 1,2 x 1 0 7 pares de bases, es 20Ü veces más pequ 
genoma humano. Además, las levaduras se cultivan con facilidad, n 


levaduras, esta técnica ha permitido el aislamiento de clones triol 



Análisis genético en levaduras 
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ose con un tiempo de división de unas 2 horas. Por tanto ofrecen las 
ventajas básicas — un genoma pequeño y reproducción rápida— 
.as proporcionadas por las bacterias. 

Las mutaciones en las levaduras son tan fácilmente i den tifie a bles como 
£ uo/r_ Es sencillo, por ejemplo, aislar una levadura muíante que precise 
aminoácido u otro nutriente en particular para crecer. Es posible además 
levaduras con defectos en genes necesarios para procesos celulares 
mentales (en contraste con los defectos metabólicos) en forma de 
rúes con sensibilidad térmica o termosensibíes. Dichos motantes co- 
proteinas que son funcionales a una determinada temperatura (la 
ratura permisiva) pero no a otra (la temperatura no permisiva), mien- 
jue las proteínas normales son funcionales a ambas temperaturas. Una 
ura con una mutación con sensibilidad térmica en un gen esencial 
e ser identificada por ser únicamente capaz de crecer a la temperatura 
iva. La posibilidad de aislar estos matantes termo-sensibles ha per- 
la identificación de los genes de la levadura que controlan muchos 
s celulares fundamentales, como la síntesis y procesamiento del 
", la progresión a través del ciclo celular y el transporte de proteínas en- 
compartimentos celulares. 

E. relativamente simple sistema genético de las levaduras también per- 
la clonación de cualquier gen imitado, simplemente basándose en su 
•dad funcional (Fig, 4.32), En primer lugar se crea una biblioteca genó- 
de ADN normal de levadura en vectores que se replican como plásmi- 
co las levaduras de igual forma que en E, colL El pequeño tamaño del 
a de la levadura implica que una biblioteca completa consta de unos 
miles de plásmidos. Se emplea una mezcla de estos plásmidos para 
sformar una levadura muta da termo-sensible, y las cepas que son capa- 
re crecer a la temperatura no permisiva son seleccionadas. Dichas cepas 
¡formadas han adquirido una copia normal de) gen buscado en el ADN 


Figura 4.32 Clonación de genes de 
levaduras. (A) Un vector de levadura, 

E! vector contiene el gen de inicio de la 
repJicadón de una bacteria (ori) y el de 
resistencia a la ampícilína (Amjf), 
permitiendo que se propague como un 
plásmido en E.coü. Además, el vector 
contiene un gen de inicio de la replican ón 
de levaduras y un gen marcador (LEU2), 
que posibilita la detección de la levadura 
transformada. El gen LE 1/2 codifica una 
enzima necesaria para la síntesis del 
aminoácido leucina, de forma que las 
cepas de levaduras transformadas, que 
originalmente carecen de esta enzima, 
pueden detectarse al cultivarse y crecer en 
un medio sm leucina. (B) Aislamiento de 
un gen de levadura. Se identifica un gen 
de interés mediante una mutación 
sensible a Ja temperatura, que consiste en 
que la levadura crezca a 25 °C pero no a 
37 °C Para aislar un don de este gen se 
transforman las levaduras sensibles a ía 
temperatura con una biblioteca de 
plásmidos que contenga una serie de 
genes que abarquen todo el genoma de las 
levaduras. Toda levadura transformada 
por el ADN del plásmído es capaz de 
crecer en un medio carente de leucina a 
25 °C f pero sólo aquellas transformadas 
por un plásmido que contenga la copia 
normal del gen de interés son capaces de 
crecer a una temperatura de 37 °C Puede 
aislarse el plásmido deseado a partir de 
las levaduras transformadas que forman 
colonias a la temperatura no permisiva. 
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Figura 433 Introducción de AON en 
células animales» Un gen eucaríótico 
de interés es donado en un plásmido 
que contiene un marcador de 
resistencia aun fármaco, eí cuaj puede 
seleccionar las células animales en 
cultivo. Se introduce el ADN del 
plásmido en células cultivadas como 
un copredpitado de caldo y fosfato, 
que es captado y expresado por un 
grupo de células durante unos días 
(expresión transitoria). Las células 
transformadas de forma estable, en las 
que el ADN del plásmido se integra en 
el ADN cromosómico, pueden 
seleccionarse por su capacidad de 
crecer en un medio que contenga el 
fármaco. 


plasmídico, que puede ser entonces aislado con facilidad para su caracteri- 
zación posterior a partir de las levaduras transformadas. 

De este modo se han identificado los genes de levadura que codifican 
una amplia variedad de proteínas esenciales. Dichos genes aislados en leva- 
duras han servido en muchos casos para identificar y donar genes relacio- 
nados en células de mamíferos. Por tanto, la sencilla estructura genética de 
las levaduras no sólo ha proporcionado un importante modelo para las cé- 
lulas eucarió ticas, sino que ha llevado directamente a Ja donación de genes 
relacionados de eucariotas más complejos. 

Transferencia de genes en plantas y animales 

Pese a que las células de eucariotas complejos no son susceptibles de ser 
manipuladas genéticamente de forma tan sencilla como las levaduras, la I 
función de los genes puede ser investigada con la introducción de ADN do I 
nado en células de plantas y animales. Dichos experimentos (denominados® 
de forma general transferencia génica) han sido de una importancia critica I 
para aclarar una serie de cuestiones, como los mecanismos que regulan la ' 
expresión de los genes y el procesamiento de las proteínas. Como será ex- i 
puesto más adelante, ía transferencia génica ha permitido la identificación 
caracterización de genes que controlan el crecimiento y dif eren dación del 
las células animales, incluyendo un cierto numero de genes que son respon-M 
sables del crecimiento anormal de las células neoplá sicas humanas. 

La metodología para la introducción de ADN en células animales hiél 
desarrollada inicialmente para ADN víricos infecciosos y, por tanto, a me-í 
nudo se denomina transí ección (una palabra derivada de transformación i 
infección) (Fig. 4.33). El ADN puede introducirse en células animales en culi 
tivo mediante una variedad de métodos, incluyendo la microiny ección áil 
recta en el núcleo celular, coprecipitadón de ADN con fosfato cálcico pan! 
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4,34 Vectores retro vi rales. El vector se compone de secuencias retrovirales 
i en un plásmido que puede propagarse en E.coli . El ADN extraño se 
La en Jas secuencias virales, y los plásmidos recombinantes pueden ser aislados 
r de las bacterias. En este momento se produce la transfecdón con el ADN 
nte de las células animales en cultivo. El ADN es captado por una 
i parte de las células, que producen retrovirus recombinantes, los cuales 
i el ADN insertado. Estos retrovirus recombinantes pueden ser utilizados 
infectar de manera eficaz nuevas células, donde el genoma viral con los genes 
os se integra en el ADN cromosómico en forma de provirus. 


var pequeñas partículas que serán internalizadas por las células, incor- 
J on del ADN en vesículas lipídicas (liposomas) que se fusionan con la 
ana plasmática, y exposición de las células a un breve pulso eléctrico 
abre, de f orín a transitoria, poros en la membrana plasmática (electro- 
ón). El ADN internalizado por una proporción elevada de las células 
transportado al núcleo, donde puede transcribirse durante varios días 
fenómeno denominado expresión transitoria — % En una proporción 
or de las células (generalmente un 1% o menos), el ADN extraño se in- 
de forma estable en el genoma de la célula y se transfiere a ía progenie 
te la división celular como cualquier otro gen de la célula. Estas célu- 
transformadas establemente pueden aislarse si el ADN transfectado 
e un marcador selectivo, como la resistencia a una droga que inhibe 
iento de las células normales. Así, cualquier gen clonado puede ser 
ucido en una célula mamífera transfiriéndolo junto a un marcador de 
cía a una droga que puede emplearse para aislar los transformantes 
les. Los efectos de genes clonados de este modo sobre el compórta- 
lo celular ^por ejemplo, crecimiento o diferenciación celular — pue- 
entonccs analizarse. 

L?s virus animales también pueden emplearse como vectores para la in- 
ón más eficaz de ADN clonado en células. Los retrovirus son espe- 
te útiles en este sentido, ya que su ciclo de vida incluye una integra- 
estable del ADN vírico en el genoma de la célula infectada (Fig. 4.34). 

consecuencia, los vectores retrovirales pueden emplearse para in- 
ucir eficazmente genes clonados en una variedad de tipos celulares, 
éndoios en un vehículo importante para una amplia gama de apli- 

; también posible introducir genes donados en la línea germinal de un 
no multicelular, posibilitando su estudio en el contexto de un ani- 
' intacto en lugar de en células en cultivo. Por medio de la inyección del 
‘clonado en el pronúcleo de un óvulo fertilizado se producen ratones 
portan dichos genes extraños (ratones transgénicos) (Fig. 4.35). Los 
inyectados se implantan en madres adoptivas y se permite su de- 

Hcfüinyecclón del ADN 
as plásmido en los pronúcleos 
i óvulo fertilizado 


Sitio de 
clonación 


-ADN del plásmido 


Embriones 


Ratón iransgénico 





Inserción del ADN 
Aislamiento del 
plásmido recombinante 
en E. coii 

ADN 
insertado 



Se introduce el ADN 
en células animales 
medíante transfecdón 


Una pequeña parte de las 
células capta el ADN y 
produce partículas víricas 
recombinantes 



Partículas de retrovirus recombinantes 
que contienen el ADN insertado 


Infección eficiente 
y expresión génica 
en células nuevas 



4,35 Producción de ratones transgénicos. El ADN es inyectado en 
Vos de un óvulo de ratón fertilizado (los óvulos fertilizados contienen dos 
déos, uno del óvulo y otro del esperma). Los óvulos inyectados se transfieren 
f madres adoptivas y se permite su desarrollo. Algunos de los descendientes 
nicos) tienen incorporado en su genoma el ADN inyectado. 
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Figura 436 Introducción de genes en ratones a 
través de células madre embrionarias. Las células 
madre embrionarias son células cultivadas que 
proceden de embriones tempranos de ratón 
(bla s todstos). £1 A DN es i n trod ucido en es tas cél uJas 
en cultivo, y posteriormente se aíslan las células madre 
embrionarias transformadas de forma estable. Se 
inyectan estas células en un blastocisto receptor, donde 
son capaces de participar en el desarrollo normal del 
embrión. Algunos de los ratones hijos que se 
desarrollan tras la inyección de embriones en madres J 
adoptivas contienen tanto células derivadas délas 
células madre embrionarias transformadas como 
células normales del blastocisto. Como estos ratones ] 
son mezcla de dos tipos de células diferentes se Ies 
denomina quiméricos. Pueden obtenerse descendiente! 
que contengan el gen transíectado cruzando ratones 1 
quiméricos, cuyos descendientes tendrán las células i 
madre embrionarias transformadas incorporadas era 
estirpe germinal. 


sarrollo. En una parte de la progenie (a pro: 
da mente el 10%) el ADN extraño se habrá i 
grado en el genoma del óvulo fertilizado y e 
por tanto presente en todas las células del m 
maL Dado que el ADN extraño está presente 
las células germinales de igual forma que lo e* 
en las somáticas, al reproducirse dicho ADN 
transmite a su descendencia como el resto de i 
genes celulares. 

Las propiedades de las células madre embn 
nanas (CME) aportan un medio alternativo pi 
introducir genes clonados en ratones (Fig. 4 3 
Las CME pueden obtenerse a partir de embul 
nes tempranos de ratón. Pueden ser rein 1 
dos en dichos embriones tempranos, donde p 
iidpan de forma norma) en el desarrollo y i 
lugar a células en todos los tejidos del ratón — 
cluidas las células germinales — . Es posible in¡ 
dudr ADN clonado en las CME en cultivo, se 
cionar células transformadas de forma estab-M 
reintroducirlas en embriones de ratón. Dich 
embriones dan lugar a una descendencia en 
que algunas células derivan de las células 
bríonarias normales y otras de las CME tr anm 
tadas conocida como quimérica: una mezcla ¡ 
dos tipos celulares diferentes. En algunos áti 
tos ratones las CME transfectadas se inco: 
a la línea germinal. Con la reproducción de 
ratones se consigue que su progenie heredé M 
forma directa el gen transfectado. 

También es posible introducir ADN clonJ 
en células vegetales. Una posibilidad es boma 
dear células vegetales con microproyectiles * 
vueltos en ADN, como pequeñas partículas 
tungsteno. Las partículas envueltas en ADN 
disparan directamente al interior de las ceid 
vegetales; algunas de Las células mueren, p» 
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% 4.37 Introducción de genes en células vegetales por medio del 

rnasméo Ti. El píásmido Ti contiene la región T, que se transfiere a células vegetales 
■ferradas, y los genes de virulencia (vir), que actúan en la transferencia del ADN de 
fc T, En los vectores plasmídicos Ti, el ADN extraño se inserta en la región T. 
C r íasmido recomb inante se introduce en ÁMiobaderium htmrfaáen$ r que se utiliza 
attr; mfectar células en cultivo, La región T del píásmido (portadora del ADN 
peena do} es transferida a las células 'vegetales y se integra en el ADN cromosómico. 
ftoede generarse una planta transgénica a partir de estas células transformadas. 


«Ir 2 ¿ sobreviven y pasan a estar transformadas de forma estable. Otro vehí- 
■k 1 de reciente desarrollo para la Introducción de ADN clonado en muchas 
kpecies de plantas es un píásmido de la bacteria Agrobacterium tumefaciens 
fce píásmido Ti) (Fig. 4.37). En la naturaleza Ágrobacterium se une a las hojas 
Je las plantas y el píásmido Ti se transfiere a las células vegetales, donde se 
tocorpora al ADN cromosómico. Los vectores desarrollados a partir del 
■temido Ti proporcionan un medio eficiente para la introducción de ADN 
«rebinante en células vegetales susceptibles. Dado que muchos tipos de 
¡fcntas pueden regenerarse a partir de una única célula cultivada (véase 
€L*f 1 y. las plantas transgénieas se obtienen directamente de células en las 
se introduce el ADN recombínante en cultivo — un procedimiento mu- 
rv más sencillo que la obtención de animales transgénicos — Efectívamen- 
■ muchos tipos de plantas económicamente importantes, incluidos el 
bkz, el tomate, la soja y las patatas, son variedades transgénieas, 

■' -tagénesis de ADN clonados 

fc s estudios genéticos clásicos fp. ej., en bacterias o levaduras), la clave 
pare identificar los genes y entender su función es la observación del feno- 
3^. alterado de los organismos motantes. En dichos estudios los genes mu- 
wr res son detectados porque producen cambios fenotípicos observables 
—ti mo por ejemplo crecimiento termosensible o requerimientos nutrido- 
3i- es específicos—’. Sin embargo, el aislamiento de genes por técnicas de 
A l \ recombinante ha permitido un enfoque diferente de la mutagénesis, 
Mora es posible introducir la alteración que se desee en un gen donado y 
¡tatrmmar el efecto de la mutación en función de los genes. Dichos proce- 
Jfcn lentos han sido denominados genética inversa, dado que en primer lu- 
>e introd uce una mutación en un gen y posteriormente se determina su 
& nsecuenda. La capacidad de introducir mutaciones específicas en ADN 
ú ~ dos (mutagénesis in vitro) ha demostrado ser una poderosa berra- 
*e~ ta en el estudio de la expresión y función de los genes eucariótkos. 

Existen muchos procedimientos de mutagénesis in vitro para alterar ge- 
clonados, que permiten la introducción de deleciones, inserciones o aT 
* : cienes de nucleótidos únicos. Un método habitual de mutagénesis es el 
mi de oligonucleótidos sintéticos para generar cambios de nucleótidos en 
m¡¿ secuencia de ADN (Fig. 4.38), En este procedimiento se emplea un oli- 
r nucleótido sintético que porta la base motante como cebador para la sin- 
te s de ADN. Las moléculas de ADN de nueva síntesis que contienen la 
■Hadón pueden, a continuación, ser aisladas y caracterizadas. Por ejem- 
pueden modificarse aminoácidos específicos de una proteína para po- 
Éte caracterizar su papel en la función proteica. 

Modificaciones de esta técnica, combinadas con la versatilidad de otros 
m .iodos de manipulación de moléculas de ADN recomb in ante, pueden ser 
«raleadas para introducir prácticamente cualquier modificación deseada 
«r un gen clonado. Así, el efecto de dichas mutaciones sobre la expresión y 
fcición génica puede ser determinado a continuación, mediante la intro- 
ducción del gen en el tipo celular apropiado La mutagénesis in vitro ha 
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■ En todo el mundo se cultivan más 
de 250 millones de acres dé cosechas 
modificadas genéticamente, 
de las que aproximadamente la 
mitad se cultiva en Estados Unidos. 
La primera planta modificada 
genéticamente que recibió 
autorización de la EDA para su 
consumo humano fue el tomate 
Flavr Savr, que se modificó con el fin 
de postergar la maduración. 
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Figura 4.38 Mutagénesis con oligonucleótidos sintéticos. Un oligonucleótido 
portador de la alteración deseada en una base se utiliza como cebador en la síntesis 
de ADN a partir de un plásmido de ADN, produciendo un ADN circular mediante 
la incubación con ADN ligasa, Con este proceso se obtienen plásmidos en los cuales 
una cadena contiene la base normal y la otra cadena contiene la base mutada. La 
replicación de los plásmidos de ADN tras La transformación de E, coli produce por 
tanto una mezcla de plásmidos normales y imitantes. 


A islam rento 
de plásmidos 
tras ia 
replicación 


permitido la caracterización en detalle del papel funcional tanto de las 
cuendas reguladoras como de las codificantes para proteínas de los genes 
donados. 


Célula portadora de la cop>a normal del gen 



Figura 4.39 Inactivación génica mediante recombinación 
h omologa. Una copia mutada del gen donado es introducida 
dentro de las células. El gen clonado puede sustituir a la copia 
del gen normal por recombinación homologa, obteniéndose 
una célula que transporta la mutación deseada en su ADN 
cromosómico. 


Introducción de mutaciones en genes celulares 

Pese a que la transferencia de genes clonados dentro 
de las células (particularmente en combinación eos 
mutagénesis in vitro) proporciona una poderosa he- 
rramienta en el estudio de la estructura y función ge- 
nica, dichos experimentos no son capaces de definir i 
fundón de un gen desconocido en una célula u ona- 
nismo intactos. Las células utilizadas como receptoras 
de genes clonados poseen copias normales de estos] 
genes en su ADN cromosómico, y estas copias norma- 
les continúan realizando sus fundones en las células. 
Es preciso eliminar la actividad de las copias norm^ 
les de un gen para determinar su papel biológico, i 
Pueden emplearse diversas técnicas para inactivar las 
copias cromosómicas de un gen clonado o inhibir i 
función génica normal, tanto en células en cultivo y ea 
ratones transgénicos. 

La mutación de genes cromosómicos se basa en la 
capacidad de un gen clonado introducido en una cé- 
lula de sufrir recombinación homologa con su copu 
cromosómica (Fig. 439), En la recombinación homolo- 
ga, el gen donado sustituye al alelo normal, de forma 
que las mutaciones introducidas en el gen donado im\ 
vitro se incorporan en la copia cromosómica deí gen 
En el caso más sencillo, las mutaciones que in activar 
al gen clonado pueden introducirse en lugar de la co- 
pia normal del gen para determinar su papel en los 
procesos celulares. 

En células animales la recombinación entre el ADN 
transferido y su gen homólogo es un hecho poco fre- 
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a 4,40 Producción de ratones motantes mediante recombinación 
□loga en células madre. La recombínarión homologa se emplea para 
lir un gen normal con una copia mutante inactiva en células madre 
nicas (células ES: cinbrtfontc s tem), resultando en células ES que portan tina 
normal y una inactiva del gen en cromosomas homólogos. Estas células ES 
ser transferidas a bl asteasteis y empleadas para generar ratones como se 
en la Figura 4.3b. Esos ratones, portando una copia mutante y otra normal 
n pueden entonces cruzarse para producirse descendencia que porta copias 
del gen en ambos cromosomas. 


te, por lo que la inactivación de genes por este método es más difícil 
en lev aduras. Probablemente a causa del mayor tamaño de los geno- 
de Jas células de mamífero, \a mayor parte del ADN transfectado se in- 
en el genoma receptor en sitios al azar por recombinación con secuen- 
no relacionadas. Sin embargo, ha sido posible desarrollar métodos 
para aumentar la frecuencia de la recombinación homologa como 
seleccionar y aislar las células transformadas en las cuales se ha pro- 
o recombinadón homologa, por lo que se pueden inactivar genes en 
s animales por este procedimiento. Es importante resaltar, que estos 
pueden ser inactivados en las células madre embrionarias en el ratón, 
pueden usarse después para generar ratones transgénícos (Fíg. 4,40), 
ratones pueden criarse y generar progenie que contiene copias muta- 
del gen diana en ambos cromosomas homólogos, de forma que los efec- 
de la inactivación de un gen pueden investigarse en el contexto de un 
intacto. Adiciona Lmen te, pueden cultivarse las células obtenidas a 
de embriones de ratón y que contienen copias del gen mutado, de 
que pueden estudiarse las funciones de genes diana en el cultivo 
ar. Las actividades biológicas de alrededor de 4,000 genes de ratón han 
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Figura 4.41 Inhibición de la expresión géníca mediante ARN o ADN 
antisentido. El ARN o el ADN de cadena única antisentido son complementa 
al ARNm de un gen de interés. Los ácidos nucleicos antisentido forman por ten* 
híbridos con los ARNm diana, bloqueando la traducción de] ARNm a proteína 


sido investigadas de este modo, y dichos estudios han sido de importan* 
crítica para d descubrimiento del papel de muchos genes en el desaíra! 
del ratón. 

La recombinación homologa se ha empleado para inactivar sistemátíj 
mente cada uno de los genes de levadura, de modo que se encuentra disri 
nible una colección de m ufantes de levadura que abarca el genoma ente* 
para su uso por científicos que estudian la función de cualquier gen destejí 
En ratones, aproximadamente el 2G% de los genes ha sido inac ti vados a* 
diante recombinación homologa. Sin embargo, un provecto internacional 
gran escala pretende inactivar sistemáticamente todos los genes de :izá 
para dar tugar a una colección, lo que daría lugar potencialmente a una * 
lección de ratones mulantes del gen orna entero, lo que constituiría una km 
te muy importante para aquellos investigadores interesados en el desamo! 
y función celular de los mamíferos. También se han desarrollado técr^i 
para in activar condicionalmente los genes en tejidos específicos del ral! 
permitiendo estudiar la fundón de un gen en un tipo celular concreto (m m 
en células nerviosas) en lugar de en todas las células del organismo. 


■ Tanto los oligonucleótidos 
antisentido como eí síARN están 
siendo investigados como 
potenciales agentes terapéuticos. 
El oiigonuefeótido antisentido 
fomiversen ha sido aprobado por 
la FDA para su uso en el 
tratamiento de infecciones 
oculares causadas por un 
Hetpesvírus. Un siARN está 
actualmente en ensayos clínicos 
para el tratamiento de la 
degeneración macular relacionada 
con la edad. 


Interferencia con la expresión géníca celular 

Como alternativa a la inactivación mediante recombinación homólcJ 
pueden emplearse una diversidad de técnicas para interferir específicarrá 
te con la expresión o función géniea. Un método que se ha empleado p* 
inhibir la expresión de un gen diana deseado es la introducción de aam 
nucleicos antisentído en células de cultivo (Fig. 4.41). ARA! o ADN moaá 
catenarío complementario al ARNm del gen de interés (antisentido) hibcJ 
con el ARNm y bloquea la traducción de la pro teína. Adicionalmente, w 
híbridos ARN-ADN resultantes de la introducción de moléculas de Ala 
antisentido generalmente son degradados en el interior celular. Los A «3 
antisentido pueden introducirse directamente en las células, o las céM| 
pueden ser transfectadas con vectores que han sido diseñados para tora 
sar ARN antisentido. El ADN antisentido suele estar en forma de ol e m 
deótidüs cortos (de unas 20 bases de longitud), que pueden ser transferí 
dos en Jas células, o en muchos casos son internalizados por las ceii* 
directamente desde el medio de cultivo. 

En los últimos años, la interferencia por ARN i ARN i) ha emerg J 
como un método altamente eficaz y ampliamente utilizado para Ínter» 
con la expresión génica a nivel del ARNm. La interferencia por ARN i 
descubierta por primera vez en C ekgtms en 1998, cuando Andrea F:i 
Craig Mello y sus colaboradores encontraron que la infección de ARN í 
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AFIN de doble hebra 



| Escisión por Dicer 



siARN 


Asociación con RISC 
Desenrollado de siARN 



Asociación con el ARNm diana 




Figura 4.42 Interferencia de ARISL 

Moléculas de AUN de doble hebra son 
escindidas por Ja enzima Dicer en 
ARN pequeños e Lnterferentes (siRN A: 
short interfering RNA). Los siARN se 
asocian con el complejo silenciador 
inducido por RNA (RISC: RNA induced 
siíettcing comptex) y son desenrollados. 
La hebra anüsentido del siARN dirige 
a RISC a un ARNm homólogo, que es 
escindido por una de las proteínas 
RISC. El complejo RISC-síARN es 
liberado y puede participar en 
posteriores ciclos de degradación de 
ARNm, 


- e hembra inhibía la expresión de un gen con una secuencia de ARNm 
mp ementaría. Esta inesperada observación demostró un papel no antici- 
para el ARN de doble hebra en ia regulación géniea, que fue desarro- 
posteriormente para dar lugar a una potente herramienta expéíLmen- 
: ara inhibir la expresión de genes diana. Cuando Los ARN de doble hebra 
p -traducidos en la célula, son escindidos en pequeñas moléculas de do- 
- "vebra (21-23 nucleótidos) por una enzima denominada Dicer (Fig. 4.42), 
moléculas bíca tenadas cortas, denominados ARN cortos de ínter t'e- 
-i 'kart interfe ring RNA s; si RNA), se asocian con un complejo de prote- 
■es conocido como el complejo silenciador inducido por ARN (RISC: 
ES -induced silencing comptex). Dentro de este complejo, las dos hebras 
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La proteína muíante bloque* I 
Ea acción de la proteína non* 
formando complejos no 
funcionantes con las molecuJ 
diana 


con dianas intracelulares 


Anticuerpo contra 
la proteína f 
de interés 


Prole ína 
mulante 
inhibiiora 


La función de la prote i na se 
bloquea por ia unión del 
anticuerpo 


Figura 4.43 Inhibición directa de la 
fundón proteínica. Los anticuerpos 
inyectados pueden unirse a proteínas 
dentro de tas células, inhibiendo por 
tanto su función normal Además, 
algunas proteínas mulantes interfieren 
con la función de las proteínas 
normales —por ejemplo, compitiendo 
con las proteínas normales en la 
interacción con sus moléculas diana. 


del siARN se separan y la hebra complementaria al ARNm (hebra antiser* 
do) guía al complejo hacia la diana de ARNm como consecuencia de la cc* 
plementareidad de bases. El ARNm es entonces escindido por una de a 
proteínas del RISC, El complejo RISC-siARN es liberado después de la * 
gradación del ARNm y puede continuar con su participación en miílhr J 
ciclos de degradación de ARNm, dando lugar a una eficiente destroce ■ 
del ARNm diana. 

La ARNí se ha establecido como un potente método para la interfert" * 
de la expresión génica en C. eíegans, Drosophila f Arabidopsis y células de n* 
mífero, y proporciona una técnica relativamente directa para investigar* 
función de cualquier gen de secuencia conocida. Adicionalmente, se es* 
empleando bibliotecas de ARN bicatenarios o siARN que cubren una gr* 
parte de los genes del genoma, para analizar C eíegans, Drosophik y célu* 
humanas para identificar nuevos genes implicados en funciones biológi* 
específicas, como el crecimiento o la supervivencia celular. Finalmente i 
ARNi no es únicamente una herramienta experimental: como se desen h* 
en los Capítulos 7 y 8, la interferencia por ARN es también uno de los p r* 
cipales mecanismos de regulación empleados por las células para contra* 
la expresión génica tanto a nivel franscripdonal como traduccional. 

Además de inactivar un gen o de inducir la degradación de un ARNmJ 
veces es posible interferir directamente con la fundón de las proteínas en el 
interior celular (Eig. 4.43), Una técnica consiste en microinyector anticuer- 
pos que bloquean la actividad de la proteína frente a la que están dirigid* 
Alternativamente, algunas proteínas mu tan tes interfieren con la fundón jp 
sus homólogos normales cuando se expresan en la misma célula — r* 
ejemplo., compitiendo con la proteína normal por la unión a su moléct* 
diana — . Los ADN clonados que codifican para tales proteínas mu tan* 
(denominadas mulantes dominantes inhibitorios) pueden introducirse <m 
las células mediante transferencia génica y ser empleados para estudiar * 
efectos de bloquear la función génica normal. 
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Interferencia génica potente y especifica del ARN 
b i caten ario en Caenorhabditís elegans 

Andrew Fire, SlQun Xu, Mary K. Montgomery Steven A. 
Rostas, Samuel E. Driver, y Craig C, Mello 
Camegie Instituto of Washington , Baltimore, MD r y University 
of Massachusseis, Worcester, MA » EE UU, 

Naturéj Volumen 391, 1998, páginas 806-811 


E AK_\ antisentido comenzó a 

en 1984 y más adelante se 
cvxo como método experimental de 
Hribición de la expresión génica en 
bersos modelos animales, como 
K.^*f j7iTg be creia que inhibición de 
k expresión génica por el ARN 
resentido se debía a la hibridación 
«r un ARNm diana (sentido) y el 
■Kgueo de su traducción. No 
«Ntmte, los resultados obtenidos en 
experimentos control no 
■Bfxordaban con tal mecanismo de 
m bon. Concretamente, en 1991 
«árdrtu Fire y cois» observaron que 
fa- plasmidos que expresaban 
IBaleculas sentido y antísentido de 
|jpK\ interferían en la expresión 
■paka en células musculares de 
fc > ( Dcuclapmcn i 113:503). 
mt manera similar, en 1 995 Su Guo 
pfcenneth Kemphues comprobaron 
he k inyección de moléculas sentido 
Ejrtisentido de ARN afectaba a la 
n de un gen de C. degaus 
fco&ario para el desarrollo 
fcrnonario inicial { Cell 81:611). Estos 
fcciiiados fueron sorprendentes y de 
«agen desconocido, ya que se suponía 
|P*r las moléculas sentido de ARN no 
herida rían con una molécula diana 
át- \RNm. Andrew Píre, Craig Mello 
f su grupo de investigación se 
■apusieron estudiar el motivo de 
k actividad Inesperada del ARN 
P uli do, y en 1998 publicaron el 
Ife-cubrimiento deí fenómeno de 
faerierencia del ARN mediado por 
toAtculas bi catenarias de A RN . 

Lr^ Experimentos 

fceria esperar que los plásmidos 
«edificados para producir moléculas 


sentido o antisentido de ARN 
generaran también unas cantidades 
reducidas de la hebra contraria, por 
lo que Fke, Mello y cois, concluyeron 
que las preparaciones de ARN sentido 
y antisentido contendrían pequeñas 
cantidades de ARN bicatenario cf que 
podría estar implicado en 3a 
inhibición de la expresión génica. 

Para estudiar esta hipótesis, 
compararon las actividades 
inhibidoras de varios genes de 
C. elegans de híbridos de ARN 
bicatenario y moléculas 
mon oca tenadas sentido y antisentido 
de ARN . En todos los casos, las 
moléculas bi catenarias de ARN 
ejercieron un efecto inhibidor mucho 
más potente de la fundón génica que 
las moléculas monocatenarias 
antisentido de ARN. Además, la 
inyección de ARN bicatenario daba 
lugar a una degradación extensa del 
ARNm diana, mientras que eí efecto 
del ARN monocatenario antísentido 
era leve (véase figura). Al investigar 
con detalle los sorprendentes 
resultados de un experimento control, 
los autores descubrieron que el ARN 
bicatenario constituía una 
herramienta potente y específica de 
inhibición de ía expresión génica. 

La influencia 

El descubrimiento fortuito de la 
interferencia del ARN no posibilitó 
únicamente el desarrollo de un nuevo 
y eficacísimo método experimental de 
inhibí don de la fundón génica, sino 
que supuso también una 
transformación radical de nuestra 
concepción de los mecanismos de 
regulación de la expresión génica en 
las células eucariotas. Las moléculas 
bicatenarias de ARN son una potente 


herramienta de experimentación que 
hoy en día se aprovechan para 
interferir en la expresión génica en un 
gran número de modelos 
experimentales, como los cultivos de 
células de mamífero. Sin embargo, ha 
resultado aun más sorprendente el 
reconoámíento cada vez mayor de las 


(A) Control sin inyección 



(B) Inyección de ARN antísentido 



(C) Invección de ARN bicatenario 
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EXPERIMENTO CLAVE 


funciones reguladoras que 
desempeñan habitual mente el ARN 
bícatenario en las células eucariotas. 
En su artículo de 1998 P Pire y Mello 
señalaron que «es posible que el 
mecanismo que sustenta Ja 
interferencia del ARN tenga una 
finalidad biológica. Las células 
podrían emplear la interferencia 
genética del ARN bícatenario para 
llevar a cabo un silencia miento 
fisiológico de ciertos genes». Los 
trabajos realizados posteriormente 


han logrado confirmar esta predicción 
y en la actualidad se considera que el 
ARN bícatenario es uno de los 
principales reguladores de la 
expresión génica en las células 
eucariotas. Se han identificado varios 
cientos de RN A reguladores que no 
codifican proteínas {denominados 
mi ero ARN) en los mamíferos y se ha 
comprobado que la regulación génica 
ejercida por los micro ARN juega un 
papel destacado en diversos procesos 
celulares, como la señalización 


cdulan la supervivencia celular, el 
desarrollo cardíaco y cerebral, y el 
cáncer. A cada micro ARN le 
corresponde un gran número de 
dianas de ARN ni y se cree que los 
mi ero ARN intervienen en Ja 
regulación de más de 5.000 genes en 
el ser humano. El descubrimiento de 
la interferencia del ARN gradas a la 
obtención de resultados 
sorprendentes en un experimento 
control ha revolucionado nuestra 
comprensión de la regulación génica. 


PALABRAS CLAVE 


gen, alelo, dominante, recesivo, 
genotipo, fenotipo, cromosoma, 
diploíde, meiosis, haploide, 
mutación 

hipótesis de un gen-una enzima 


transformación 


reprícadón semiconservatíva, 
ADN polimerasa 


dogma central, transcripción, 
traducción, ARN mensajero 
(ARNm), ARN polimerasa, ARN 
ribosómico (ARNr), ARN de 
transferencia (ARNt) 

código genético, traducción 
¡n vítro , codón 


RESUMEN 


HERENCIA, GENES Y ADN 

Genes y cromosomas. Los cromosomas son los portadores de los genes 


Genes y enzimas: Un gen determina la secuencia de aminoácidos de 
cadena polipeptídica. 


Identificación del ADN como material genético: Se identificó el . 
como material genético gracias a experimentos de transformación b 


Estructura del ADN. El ADN es una doble hélice en la que se forman 
laces de hidrógeno entre las p urinas y las pirimidinas de cadenas op 
tas. Debido al apareamiento específico de bases — A con T y G con C 
las dos cadenas de una molécula de ADN tienen una secuencia coir 
mentaría. 

Replkación del ADN : El ADN se replica por un mecanismo Semico 
vativo, en el que las dos cadenas se separan y cada una sirve de m 
para la síntesis de una nueva cadena hija. 

EXPRESIÓN DE LA INFORMACIÓN GENÉTICA 

Colinearidad entre genes y proteínas : El orden de los nucleótidos . r 
ADN determina el orden de los aminoácidos en las proteínas. 

Papel del ARN mensajero: El ARN mensajero funciona como interrr 
rio en el transporte de la información desde el ADN hasta los ríboso 
donde se utiliza como molde en la síntesis de proteínas. 

Código genético ; El ARN de transferencia o transferente se utiliza 
adaptador entre los aminoácidos y el ARNm durante la síntesis pro 
ca. Cada aminoácido se especifica por un codón que consta de tre^ 
cleótidos. 
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ASNy transcripción inversa : Se puede sintetizar el ADN a partir de 
es de ARN, como fue descubierto en los retrovirus en primer lugar. 


RECOMB1NANTE 

nucleasas de restricción: Las endonucleasas de restricción cortan se- 
as de ADN específicas, obteniéndose fragmentos definidos a partir 
moléculas de ADN, 

ación de moléculas de ADN recombinante: Las moléculas de ADN 
binante constan de un fragmento de ADN de interés Ligado a un 
r que es capaz de replicarse independientemente en una célula 
apropiada, 

res para ADN recombinante: Se utilizan diversos vectores para do- 
fragmentos de ADN de diferentes tamaños. 


dación del ADN: La secuencia de nudeótidos de los fragmentos 
\¡ donados se puede determinar fácilmente, 

ion de ios geites clonados: Las proteínas codificadas por los genes 
os pueden expresarse a gran escala tanto en bacterias como en cé- 
eu cariotas. 


CIÓN DE ÁCIDOS NUCLEICOS Y PROTEÍNAS 

ificación del ADN mediante la reacción en cadena de la polimerasa 
La PCR permite la amplificación y aislamiento de fragmentos espe- 
de ADN in vi tro , proporcionando un método sensible para la detec- 
de pequeñas cantidades de molécuias de ADN o ARN específicas. 

ación de ácidos nucleicos : La hibridación de ácidos nucleicos per- 
detectar secuencias concretas de ADN o ARN mediante el aparea- 
de bases entre hebras complementarias. 


os como sondas para proteínas : los anticuerpos pueden ser uti- 
para detectar proteínas específicas en células o extractos célula - 


ON DE LOS GENES EN EUCARIOTAS 

genético en levaduras: La sencillez de su genética y la rápida re- 
i de las levaduras facilita la donación molecular de cualquier 
que corresponda a una mutación de la levadura, 

encía génica en plantas y animales: Los genes donados pueden 
producidos en células eucariotas complejas y en organismos multí- 
para su análisis funcional. 


PALABRAS CLAVE 


retrovirus, transcripción inversa, 
transen ptasa inversa 


endonucleasas de restricción, 
electroforesís en gel, mapa de 
restricción 


donación molecular, vector, 
molécula recombinante, don 
molecular, ligasa de ADN, ADNc 


origen de la replicarión, cósmido, 
cromosoma artificial P1 (PAC), 
cromosoma artificial bacteriano 
(BAC), cromosoma artificial de 
levadura (YAC) 

dídeoxmudeótido 


vector de expresión, doble-híbrido 
de levaduras 


reacción en cadena de Ja 
polimerasa (PCR) 


hibridación de ácidos nucleicos, 
transferencia Southern, 
transferencia Northern, 
biblioteca de ADN recombinante, 
microarrays de ADN, 
hibridación in sita 

anticuerpo, antígeno, anticuerpo 
monodonal, inmunotransferencia, 
transferencia Western, 
inmunopredpítadón, 
electroforesís en gel de SDS- 
poliacrilamida (SDS-PAGE) 


mulante sensible a la temperatura 


transferencia génica, transfección, 
liposoma, expresión transitoria, 
electrop oración, ratón transgénko, 
célula madre embrionaria (CME), 
pfásmído Ti 
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PALABRAS CLAVE 


genética inversa, mutagénesis 
in vitro 


RESUMEN 


Mutagénesis de ADN clonado: La mutagénesis in vitro del ADN clon 
sirve para estudiar el efecto de las mutaciones en la función génica. 


recombinación homologa, mulante 
inhibitorio 


ácido nucleico a nti sentido, 
interferencia del ARN (ARNi), 
mulante inhibitorio 


Preguntas 

1 , ¿Cómo determinarías si dos genes di- 
ferentes están ligados en Drosophiia? 

2 . Se crece E. cali durante varias genera- 
ciones en medio que contiene N 1? . Las 
células se transfieren a un medio que 
contiene N 1-1 y crecen durante dos gene- 
raciones adicionales. ¿Qué proporción 
del ADN aislado a partir de estas células 
será de densidad pesada, ligera o inter- 
media? 

3. La adición o deleción de uno o más 
nudeótidos en la parte codificante de un 
gen produce una proteína no funcional, 
mientras que la adición o deleción de 
tres nudeótidos a menudo produce una 
protema con una función casi normal. 
Explícalo. 

4, Describe las características que debe 
poseer un cromosoma artificial de leva- 
duras para clonar un fragmento de 
ADN humano cortado con EcoRI en le- 
vadura. 
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Introducción de ¡nutaciones en genes celulares: Pueden introducirse 
ta dones en las copias de genes cromos ómicos mediante la recombina 
homologa con secuencias de ADN clonadas. 

Interferir con la expresión génica celular: La expresión o función de 
nes específicos puede ser bloqueada mediante ácidos nucleicos antis 
do, interferencia de ARN, o mutantes dominantes inhibitorios. 


5. Está estudiando una enzima en ía cual 
existe un residuo de cisterna activo que 
está codificado por el tr i píete UGLL 
¿Cómo afectaría a la fundón enzímática 
la mutación de la tercera base por una 
C? ¿Y la mutación por una A? 

6* La digestión de una molécula de ADN 
de 4 kb con EcoRI produce dos fragmen- 
tos de 1 kb y 3 kb cada uno. La digestión 
de la misma molécula con M/rdJJi pro- 
porciona fragmentos de 13 kb y 2,5 kb. 
Por último, tras la digestión combinada 
con BcoRl y Hú/dlü se obtienen frag- 
mentos de 0,5 kb, 1 kb y 2,5 kb. Dibuja el 
mapa de restricción indicando la posi- 
ción de los puntos de corte de EcoRI y 
HmdlIL 

7. Comenzando con ADN de un solo es- 
permatozoide, ¿cuántas copias de una 
secuencia génica específica se consegui- 
rán después de 10 ciclos de amplifica- 
ción con PCR? ¿Y tras 30 ciclos? 


8. Has donado un fragmento de . 
ge norme o humano en un vector c 
dico; aproximadamente cuántas \ 
esperarías que el inserto sea cortado 
una enzima de restricción EíuiiHI? 

9. ¿Cuál es el número mínimo de 
BAC necesarios para construir un^ 
blioteca genómica de ADN humano' 

10. ¿Cómo esperarías que la actin 
na D afecte a la replica rión del virus 
la gripe? 

11 . ¿Cuál es la característica crítica 
vector de clonación que te perrr: 
aislar células de mamíferos trans . 
das de forma estable? 

12. Los ácidos nucleicos tienen una 
ga neta negativa y pueden sep 
mediante electro foresís en gel en 
su tamaño. Por el contrario, di? 
proteínas tienen diferentes c 
¿Cómo, entonces, pueden separ 
proteínas en función de su tamaño 
diante electrofo resis? 
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Como material genético, el ADN proporciona un patrón que dirige todas tas 
actividades celulares y determina el plan de desarrollo de tos organismos 
multicelulares. Por lo tanto, entender la estructura genética y su fundón re- 
sulta fundamental para obtener una visión de la biología molecular de las 
células. El desarrollo de la clonación de genes ha supuesto un gran paso ha- 
da estos objetivos, permitiendo a tos científicos diseccionar genomas euea- 
riotas complejos y probar las funciones de los genes eucarióticos. Los conti- 
nuados avances en la tecnología recombinante del ADN nos conducen hasta 
el inquietante momento de determinar las secuencias de genomas comple- 
tos, acercándonos a descifrar las bases genéticas del comportamiento celular. 

Tal y como se comentó en el Capítulo 4, las aplicaciones iniciales del 
ADN recombinante estuvieron dirigidas al aislamiento y análisis de genes 
individuales* Recientemente, se ha logrado secuendar genomas enteros de 
cientos de bacterias, levaduras y numerosas especies vegetales y animales, 
incluyendo al ser humano, en proyectos de secuenciación a gran escala. Las 
secuencias de estos genomas celulares completos aportan una rica fuente de 
información, incluyendo la identificación de muchos genes desconocidos 
hasta ahora. El resultado de estos proyectos de secuenciación de genomas 
se espera que estimulen muchos años de investigación en la biología mole- 
cular y celular, y tener un profundo impacto sobre nuestra comprensión y 
tratamiento de enfermedades humanas. 


Complejidad de los genomas de eucariotas 

Los genomas de la mayoría de los eucariotas son grandes y más complejos 
que los de procariotas (Fig, 5.1). El gran tamaño de los genomas eucariotas 
no resulta sorprendente, puesto que uno debe esperar encontrar más genes 
en organismos que son más complejos. Sin embargo, el tamaño del genoma 
de muchos eucariotas no parece estar relacionado con la complejidad gené- 
tica. Por ejemplo, los genomas de las salamandras y tirios contienen diez 
veces más cantidad de ADN que la encontrada en el genoma humano, y es- 
tos organismos no son diez veces más complejos que los humanos. 

Esta aparente paradoja se resolvió por el descubrimiento de que los ge- 
nomas de la mayoría de las células eucariotas contienen no solo genes fun- 
cionales sino también grandes cantidades de secuencias de ADN que no co- 
difican proteínas. La diferencia de tamaños entre los genomas de la 
salamandra y del hombre refleja grandes cantidades de ADN no codifican- 
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Figura 5.1 Tamaño del genoma. La 

variedad de tamaños de tos genomas 
de los grupos representativos de 
organismos se muestra en una escala 
logarítmica. 
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te, en lugar de más genes, en el genoma de la salamandra. La presencia en- 
grandes cantidades de secuencias no codificantes es una propiedad univi 
sai de los genomas de los eucaiiotas complejos* Por tanto, el hecho de que el 
genoma humano es mil veces mayor en comparación con el de E. coli nj 
solo se debe a un gran número de genes Se cree que el genoma humar ? 
contiene aproximadamente 2Ü.ÜÜ0-25.Q0Q genes — alrededor de 5 veces más 
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éc k> que contiene E . col i — . Gran parte de la complejidad de los eucariotas 
■femarías resolta de la abundancia de varios tipos diferentes de secuencias 
m codificantes, que constituyen la mayoría del ADN de las células eucario- 
superiores. 


rtrones y exones 

En términos moleculares, un gen puede definirse como un segmento de 
mDS que se expresa para dar un producto funcional, que puede ser un 
AH\ (p. ej., ribosómico y transfe rente) o un polipáptído. Algunos ADN no 
bdíficantes en eucariotas representan largas secuencias de ADN que resi- 
de- entre genes (secuencias espadadoras). Sin embargo, también se en- 
Esentran grandes cantidades de ADN no codificante dentro de la mayoría 
ie > genes eucariotas. Tales genes presentan una estructura dividida en la 
los segmentos de secuencia codificante (llamados exones) están separa - 
á - por secuencias no codificantes (secuencias intermedias, o in trunes) 
F e 5.2). El gen completo se transcribe para producir una molécula larga 
ét ARN en la que los intrones se han retirado mediante splicing o entpal- 
( bes por lo que solo los exones se encuentran incluidos en el ARNm. 

Los intrones se descubrieron por primera vez en 1977, en los laboratorios 
¿c FhilJip Sharp y Richard Roberts independientemente, durante el estudio 
áz la replicación de los adenovirus en cultivos de células humanas. Los ade- 
- rus resultan ser un modelo útil para el estudio de la expresión génica, 
do a que el gen ama viral ocupa alrededor de 3,5 x 1 0 4 pares de bases y 
ue los ARNm de los adenovirus se producen a niveles muy altos en las 
i infectadas. Uno de los métodos para describir los ARNm de los ade- 
■Fus consistió en determinar las localizaciones de los correspondientes 
virales mediante el examen de ios híbridos de ARN-ADN en el mi- 
'oplo electrónico. Debido a que los híbridos de ARN-ADN se distin- 
de los ADN de una sola hebra, es posible determinar las posiciones de 
Transcritos de ARN en una molécula de ADN. Sorprendentemente, tales 
rimen tos revelaron que los ARNm de los adenovirus no hibridan con 
xola región del ADN viral (Fig. 5.3). En su lugar, una sola molécula de 
_\m híbrida con diversas regiones separadas del gen orna viral. Por tan- 
d ARNm del adenovirus no corresponde a un transcrito ininterrumpido 
la hebra molde de ADN, sino q ue el ARNm se compone de bloques dis- 
^ de secuencias que proceden de diferentes partes del ADN viraL Se 
ostro que esto se debía al splicing o empalme del ARN, que se discutirá 
detalle en el Capítulo 7. 

Foco después del descubrimiento de los intrones en los adenovirus, se hi- 
on observaciones similares en genes clonados de células eucariotas. Por 
ripio, el análisis por microscopio electrónico de los híbridos de ARN- 
ADN v de las secuencias de nudeótidos siguientes de los ADN y ADNc div- 
os Indicó que la región codificante del gen de la p-globina del ratón (que 
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Figura 5,7 Estructura de los genes 
eucariotas. La mayoría de los genes 
eucariotas contienen segmentos de 
secuencias codificantes (exones) 
interrumpidas por secuencias no 
codificadoras (intrones). Los exones e 
intrones se transcriben para producir 
un ARN transcrito primario largo. 
Después los intrones se desprenden 
mediante splicing o empalme para 
formar el ARNm maduro. 
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Descubrimiento de los intrones 


Splidng o empalme de segmentos en el extremo $' del ARNm 
tardío del adenovirus 2 

Susan M. Bcrget, Claire Moorti y Phillip A. Sharp 
Mnssachusetts Institute of Technology t Cambridge , Massachusetts 
Procedí ings of the National Academy of Science USA, Volumen 74, 
1997, págs 3171-3175 


Contexto 

Anterior a la donación moleclar, se 
sabía poco sobre la sínteis del ARNm 
en las células eucar iotas. Sin embargo, 
estaba claro que el proceso era mucho 
más complejo en eueariotas que en 
bacterias. La síntesis de ARNm de 
eueariotas parece necesitar no solo la 
transcripción, sino también reacciones 
de procesamiento que modifican la 
estructura de los transcritos 
primarios. Es más, los ARNm 
eueariotas parecían sintetizarse como 
transcritos primarios largos, 
localizados en él núcleo, que luego 
son escindidos para dar lugar a 
moléculas de ARNm mucho más 
cortas que se exportan al citoplasma. 

Estos pasos del procesamiento se 
asumieron como los responsables de 
la eliminación de las secuencias de los 
extremos 5' y 3" de ¡os transcritos 
primarios. En este modelo los ARNm 
embebidos dentro de los transcritos 
primarios largos estarían codificados 
por secuencias de ADN no 
interrumpidas. Esta visión de los 
ARNm eueariotas cambió 
radicalmente cuando se descubrió 
el spHcing o empalme, de forma 
independiente por Berget, Moore, y 
Sharp, y por Louise Chow, Richard 
Celinas, Tom Broker y Richard 
Roberts. (Una organización increíble 
de secuencia en los extremos 5* del 
ARN mensajero del adenovirus 2. 

Cell 12: 1-8, 1977.) 

Experimentos 

Ambos grupos de investigación que 
descubrieron el spíking o empalme 
utilizaron el adenovirus 2 para 
investigar la síntesis del ARN ni 
en las células humanas. La mayor 
ventaja de! virus es que proporciona 


un modelo que resulta mucho más 
simple que la célula huésped. El 
ADN viral se puede aislar 
directamente de las partículas virales, 
los ARNm codificadores de las 
estructuras de proteínas virales están 
presentes en tal cantidad que pueden 
ser purificados directamente de las 
células infectadas. Berget, Moore y 
Sharp centraron sus experimentos en 
un ARNm abundante que codifica un 
polipéptido viral estructural conocido 
como el hexón. 

Para mapear el ARNm del hexón 
en el genoma viral, se hibridó ARNm 
puro con ADN de adenovirus, y las 
moléculas híbridas se examinaron 
por microscopía óptica. Como se 
esperaba, el «cuerpo» del ARNm del 
adenovirus que previamente se había 
mostrado que contenían el gen del 
hexón. Sorprendentemente, sin 
embargo, secuencias en el extremo 5 H 
del ARNm del hexón fallaron en la 
hibridación con las secuencias de 



Phlip Sharp 



Richard Roberts 


ADN adyacentes a aquellas 
codificadoras del «cuerpo» del 
mensaje, sugiriendo que el extremo ó' 
del ARNm había surgido de 
secuencias localizadas en alguna otra 
parte del genoma viral. 

Esta posibilidad se probó mediante la 
hibridación del ARNm del hexón con 
un fragmento de restricción situado 
upstrenm del gen del hexón. Los 
híbridos ARNm- ADN formados en 
este experimento desplegaron una 
compleja estructura en forma de lazo 
(véase figura). El «cuerpo» del ARNm 
formó una larga región híbrida con 
las secuencias de ADN del hexón 
previamente identificadas. 
Notablemente, el extremo 5' del 
ARNm del hexón hibridó con tres 
regiones upstream cortas del ADN, 
que estaban separadas entre ellas y 



Micrografía electrónica y dibujo del ARNm del hexón hibridado con el ADN del 
adenovirus, Los lazos de hebra única designados con A, B y C corresponden a intrones. 
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EXPERIMENTO CLAVE 


dei cuerpo» del ARNm durante el 
procesamiento de un transcrito 
primario largo. 

Impacto 

El descubrimiento del splidng o 
empalme en el ARTSlm del a deno virus 
estuvo seguido por experimentos 
similares con ARNm celulares, 
demostrando que los genes 
eucariotas tenían una estructura no 
esperada. En lugar de ser continuas, 
sus secuencias codificantes estaban 
interrumpidas por mirones, que se 


eliminaban de los transcritos 
primarios mediante empalme, Ahora 
se sabe que los mirones representan 
la mayoría del ADN de ios genomas 
eucariotas, y su papel en la evolución 
y en la regulación de la expresión 
génica continua formando parte de 
una de las áreas de investigación más 
activa. El descubrimiento del splkmg 
o empalme también estimuló el 
interés por el mecanismo de esta 
reacción inesperada en el 
procesamiento del ARN. Como se 
discute en el Capítulo 7, estos 


estudios, no solo han arrojado luz 
sobre nuevos mecanismos de 
regulación génica; han revelado 
también nuevas actividades 
catalíticas del ARN y proporcionado 
evidencia crítica para sustentar la 
hipótesis de que la evolución más 
temprana estuvo basada en la 
autorreplicadón de las moléculas de 
ARN. La inesperada estructura del 
ARNm de Jos adenovirus ha tenido 
por tanto un impacto esencial en 
diversas áreas de la biología celular 
y molecular. 


ica la subunidad ¡3 de la hemoglobina) está interrumpida por dos intro- 
que se retiran del ARNm mediante empalme o splicing (Kg. 5,4), La es- 
ira intrón-exón de muchos genes eucariotas es complicada, siendo la 
dad de ADN en las secuencias de los intrones con frecuencia más gran- 
que la de los exones. Por ejemplo, un gen humano medio contiene apro- 
xímente 9 exones, interrumpidos por 8 intrones y distribuidos a lo lar- 
ce aproximadamente 3Ü.Ü0Ü pares de bases (30 kilobases o kb) de ADN 
' mico (Tabla 5.1). Los exones generalmente suman sólo unos 2,5 kb in- 
endo las regiones de los extremos 5'y 3' del ARNm que no se traducen 


ADN del 
adenovirus 



Figura 5.3 Identificación de intrones 
en el ARNm del adenovirus. (A) El 

gen codificante del hexón adenovirus 
(una proteína estructural principal de la 
partícula viral) se compone de cuatro 
exones, interrumpidos por tres 
intrones. (B) Este dibujo ilustra a una 
mi ero grafía electrónica de un híbrido 
hipotético entre ARNm del hexón y una 
porción del ADN del adenovirus. Los 
exones se ven como regiones híbridas 
de ARN -ADN, que están separadas por 
lazos de ADN monocatenario 
correspondientes a los intrones. 


íntrón 3 


Exón 1 


Intrón 1 


Intrones 


(B) ADN monocatenario 
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Figura 5.4 Gen de la p-globina en el 
ratón. Este gen contiene dos intrones, 
que dividen a la región codificadora en 
tres exones. El exón 1 codifica a los 
aminoácidos del 1 al 30, el exón 2 
codifica aminoácidos del 31 al 104, y el 
exón 3 codifica a los amináeidos del 
105 al 146. Los exones 1 y 3 también 
contienen regiones no traducidas 
(UTR) en los extremos 5' y 3' del 
ARNm, respectivamente. 


Tabla 5.1 Características 
del gen humano medio 


Exón 1 


Intrón 1 


Exón 2 


Intrón 2 


Exón 3 


ADN 


Transcripción 

Empalme 


Exón 1 


Exón 2 


Exón 3 


ARNm 5 n 


X 


5 UTR 


Traducción 


3 UTR 


Pro-teína]! 


t 


30 


104 


146 


Número de exones 

9 

Numero de intrones 

8 

Secuencia exonica: 

Región 5' no traducida 

300 pares de bases 

Secuencia codificante 

1.400 pares de bases 

Región 3' no traducida 

BOÜ pares de bases 

TOTAL 

2,500 pares de bases 

Secuencia in trónica 

27.000 paires de bases 


en proteínas (regiones 5' y 3' no traducidas o UTR: untranshted regkms ), 
in tronos, por tanto, comprenden más dd 90% del gen humano medio. 

Los ín trunes están presentes en la mayoría de los genes de los eucariol 
complejos, aunque no son universales. Casi todos ios genes de las historia- 1 
por ejemplo, carecen de in trenes, por lo que claramente los intrones no s 
necesarios para la función del gen en las células eucario tas. Además, no 
encuentran intrones en la mayoría de los genes de ios eucaríotas símpl- 
como las levaduras. Por el contrario, los intrones están presentes en ra: 
genes procariotas. La presencia o ausencia de intrones no es por tanto 
distinción absoluta entre los genes procaríotas y eucaríotas, aunque los i 
trones prevalezcan en los eucaríotas superiores (plantas y animales), dor 
representan una cantidad sustancial del ADN genómíco total Muchos i 
trones están conservados en genes tanto de plantas como de animales, indi- 
cando que surgieron temprano en la evolución, antes de la divergen^ ¿ 
planta-animal. 

A pesar de que la mayoría de los intrones no especifican ia síntesis dt ia 
producto proteico, algunos realizan diversas actividades celulares relevan- 
tes. Muchos intrones codifican ARN funcionales, como las pequeñas molé- 
culas de ARN nucí colar que intervienen en el procesamiento del ARN ribo 
sómico (Cap. 9} y los micro ARN que actúan como reguladores destacada 
de la expresión gen i c a en las células eucarióticas (Caps. 7 y 8). De igua 
modo, los intrones contienen secuencias reguladoras que controlan la trans- 
cripción y el procesamiento del ARNm. Por otra parte, la presencia de inl 
nes permite la formación de distintas combinaciones de exones que hace* 
posible la síntesis de distintas proteínas a partir de un mismo gen. Este prc* 
ceso, que recibe el nombre de procesamiento o splicing alternativo (Fíg. 5 
se produce de forma frecuente en los genes de los eucaríotas complejos. 1 
ejemplo, se cree que la mayoría de los genes humanos puede someterse 
un procesamiento alternativo para generar alrededor de cinco molécula 
diferentes de ARNm, por lo que este proceso da lugar a una notable amplia- 
ción del repertorio funcional de los 20.000 a 25.000 genes que integran el 3 
noma humano. 

Además se cree que los intrones han jugado un papel importante 
la evolución, facilitando la recombinación entre regiones codificantes 
protema (exones) de distintos genes — un proceso conocido como arr: - 
tre de exones — * Los exones con frecuencia codifican dominios de pn 
ínas funcionales, de modo que la recombinación entre intrones de dir— 
rentes genes daría lugar a nuevos genes con nuevas combinaciones de 
secuencias codificantes de proteínas. Tal y como se predijo en la hipóte- 
sis, los estudios de secuenciación del ADN han demostrado que algu- 
nos genes son quimeras de exones derivados de otros varios gene- 
proporcionan evidencia directa de que se pueden formar nuevos gena 
mediante la recombinación de secuencias de intrones. 
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Secuencias de ADN repetitivas 

L ~ intránea forman una contribución sustancial al gran tamaño de los ge- 

- mas de euc ario tas superiores. En humanos, por ejemplo, los intrones for- 
rar, aproximadamente el 25% del ADN genómico total. Sin embargo, una 
: frión incluso mayor del genoma de los euca notas complejos consiste en 
amencias altamente repetidas de ADN no codificante. Estas secuencias, al- 
emas veces presentes en cientos de miles de copias por genoma, fueron de- 

— estradas por primera vez por Roy Britten y David Kohne mientras estu- 
* ¿ban los valores de reasocíación de fragmentos desnaturalizados de ADN 
adular (Fig. 5.6). Las hebras desnaturalizadas de ADN hibridan tinas con 
■cas (se reasocian), volviendo a formar moléculas de doble hebra (véase 
r r 4.24). Puesto que ia rea sociad ón de ADN es una reacción bimoiec rilar 

hebras separadas de ADN desnaturalizado deben colisionar entre ellas 
r ara hibridar), ia velocidad de reasocíación depende de la concentración de 
-erras de ADN. Cuando se desnaturalizaron fragmentos de ADN de E. coli 
se permitió que hibridaran entre ellos, todo el ADN se reasoció a la misma 
eioridad, tal y como se esperaría si cada secuencia de ADN estuviera re- 


Figura 5,5 Procesamiento 
alternativo. El gen ilustrado contiene 
seis exones, separados por cinco 
mirones. El procesamiento alternativo 
permite que estos exones se unan en 
diferentes combinaciones, resultando en 
la formación de tres ARNm y proteínas 
diferentes a partir de un solo transcrito 
primario. 
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Secuencias bovinas repetitivas 


E. coli 

Secuencias 
bovinas no 
repetitivas 


Figura 5.6 Identificación de secuencias repetitivas 
mediante re asociación del ADN. La cinética de la 
reasocíación de los fragmentos de ADN de E. coli y 
bovino se ilustran como una función de C n í, que es la 
concentración inicial de ADN multiplicada por el 
tiempo de incubación. El ADN de E. coli se reasocia en 
una proporción uniforme, de acuerdo con que cada 
fragmento se representa una vez en un genoma de 
4,6 x 10 r pares de bases. Por el contrario, los 
fragmentos de ADN bovino muestran dos pasos 
diferentes en su reasociación. Alrededor del 60% de ios 
fragmentos (Jas secuencias no repetitivas) se reasocia 
más lentamente que ei ADN de E. co!i f tal y como se 
esperaba para las secuencias representadas como 
únicas copias en el genoma bovino (3 x 10 e pares de 
bases), Sin embargo, el otro 40% de los fragmentos del 
ADN bovino (las secuencias repetitivas) se reasocia 
más rápidamente que el ADN de E coli, indicando la 
presencia de múltiples copias de estas secuencias. 
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Figura 5*7 ADN satélite* La 

centrifugación de equilibrio del 
ADN de Drosophüa en un gradiente 
de CsCl separa los ADN satélites 
(designados J-FV) con densidades en 
el gradiente (en g/orr) de 1,672, 

1 ,687, y 1 ,705 de la banda principal 
det ADN genómico (con una 
densidad en el gradiente de 1,701). 


presentada una sola vez por genoma. Sin embargo, la reasociación de fra£ 
mentos de ADN extraídos de células de mamíferos mostraron un patrór 
muy diferente. Aproximadamente el 50% de los fragmentos de ADN se rea 
socio a una velocidad calculada para secuencias presentes una sola vez pcn 
genoma, pero el resto se reasoció mucho más rápido de lo esperado. La in- 
terpretación de estos resultados fue que algunas secuencias estaban presen- 
tes en múltiples copias y por tanto reasociaban más rápidamente que aque- 
llas secuencias que estaban representadas una sola vez por genoma. Er 
particular, estos experimentos indicaron que aproximadamente el 50% de 
ADN de mamíferos consiste en secuencias altamente repetitivas, algunas dt 
las cuales se repiten de ICE a 10 6 veces. 

Un mayor análisis, culminando en la secuenciadón de genoma s comple- 
tos, ha identificado varios tipos de estas secuencias altamente repetidas (Ti- 
bia 5*2). Una dase (denominada repeticiones de secuencias sencillas) con- 
siste en repeticiones en tándem de hasta miles de copias de secuencias 
cortas, que varían desde 1 hasta 500 nucleótidos. Por ejemplo, un tipo de re- 
petición de secuencia sencilla en Drosophüa consiste en repeticiones en tár- 
dem de una unidad de siete nucleótidos ACAAACT. Gracias a su com pos - 
don de bases característica, muchos ADN de secuencia sencilla pueden se? 
separados del resto de ADN genómico mediante la centrifugación de equi- 
librio en gradientes de densidad de CsCl. La densidad del ADN está deter- 
minada por su composición de bases, donde las secuencias ricas en pares 
AT son menos densas que las secuencias ricas en pares GC. Así, un ADN de 
secuencia sencilla rico en AT bandea en un gradiente de CsCl a una denu - 
dad inferior que el resto del ADN genómico de Drosophüa (Fig. 5.7), Ya q;.r 
estas secuencias repetidas de ADN bandean como «satélites» separados df 
la banda principal de ADN, a menudo se denominan ADN satélite. Esta? 
secuencias están repetidas millones de veces por genoma, constituye nú 
aproximadamente el 10% del ADN de la mayoría de Los eucariotas superv - 
res. Los ADN de secuencia sencilla no se transcriben y no proporcionan in- 
formación genética funcional. Algunos, sin embargo, representan papeles 
importantes en la estructura cromosómica, como se estudia en la siguiente 
sección de este capítulo. 

Otras secuencias repetitivas de ADN se encuentran dispersas a través 
genoma en lugar de agrupadas en repeticiones en tándem. Estos elemento- 
repetitivos dispersos son un contribuyente muy importante para el tamar : 
del genoma, constituyendo aproximadamente el 45% del ADN genómi: 
humano. Las dos clases más predominantes de estas secuencias se denom- 
inan S1NE (short interspersed elements) y LINE {fong interspersed elements). Les 
51NE poseen una longitud de 100 a 300 pares de bases. Unas 1,5 millones de 
estas secuencias se encuentran dispersadas a través del genoma, constit _- 
yendo aproximadamente un 13% del ADN humano total* Aunque los SENE 
se transcriben a ARN, no codifican proteínas y su función es desconocida 
Los LINE humanos principales poseen una longitud de 4-6 kb, aunque mu- 
chas de las secuencias repetidas derivadas de LINE son más cortas, con un 


Tabla 5*2 Secuencias repetitivas en el genoma humano 


Tipo de secuencia 

Número de copias 

Fracción del genoma 

Repeticiones de secuencia sencilla" 

>1.000.000 

-10% 

Retrotransposones 

LINE 

850.000 

21% 

SUME 

1.500.000 

13% 

Elementos de tipos retro virus 

450.000 

8% 

Transposones de ADN 

300.000 

3% 


1 El contenido de repeticiones de secuencia sencilla se estima a partir de la Fracción de he fóroc roma tina 
presente en el genoma humano. 
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terruño aproximado de 1 kb> Existen aproximadamente 850.000 repetido- 
a - de secuencias LINE en el genoma, constituyendo el 21% del ADN hu- 
sano. Los LINE se transcriben y al menos algunos de ellos codifican para 
teínas, pero al igual que los BINE, no poseen una función conocida en la 
fenología celular. 

Tanto las secuencias BINE como LLNE son ejemplos de elementos trans- 

- nibles, que son capaces de moverse a puntos distintos en el ADN geno- 
m ; \ Tai y como se describe en detalle en el Capítulo ó, tanto las secuencias 
BINE como LINE son retrotransposones, lo que significa que su transpon- 
es n está mediada por la transcripción inversa (Fig. 5.8). Un ARN copia de 
gr a secuencia BINE o LINE es convertido en ADN por la transar íp tasa in- 
r--sa en el interior celular, y la nueva copia de ADN se integra en un nuevo 
punto del genoma. Una tercera clase de secuencias repetitivas dispersas, 
p-e se asemejan fuertemente a ios retro virus se denominan elementos se- 
riantes a retrovirus, también se mueven dentro del genoma por trans- 
cripción inversa. Los elementos semejantes a retrovirus humanos varían 
desde aproximadamente 2-10 kb de longitud. Existen aproximadamente 
IS .000 elementos semejantes a retrovirus en el genoma humano, lo que 
. rstituye aproximadamente un 8% de ADN humano. Por el contrario, la 
cuarta dase de elementos repetitivos dispersos (transposones de ADN) se 
t ueven por el genoma siendo copiados y reinsertados como secuencias de 
ADN, en lugar de moverse medíante transcripción inversa. En el genoma 
z umano existen unas 300. 0ÜQ copias de transposones de ADN, variando 
c-sde 80 a 3,000 pares de bases de longitud y constituyendo aproximada- 

ente un 3% del ADN humano. 

Así, prácticamente la mitad del genoma humano consiste en elementos 
jepe ti ti vos dispersos que se han replicado y movido a través del genoma a 

- ves de intermediarios de ARN o ADN. Merece la pena notar que la gran 
cavaría de estos elementos se transponen a través de intermediarios de 
ARN, de modo que la transcripción inversa ha sido responsable de la gene- 
ración de más del 40% del genoma humano. Algunas de estas secuencias 
pueden ayudar en Ja regulación de la expresión génica, pero la mayoría de 
i s secuencias repetitivas dispersas no parecen hacer una contribución útil a 
: célula. Por el contrario, parecen representar los «elementos de ADN 

egoístas» que han sido seleccionados por su propia capacidad de replica- 
do n dentro del genoma, en lugar de proporcionar una ventaja selectiva a su 
rmésped* No obstante, los elementos transponibles han desempeñado un 
papel decisivo al estimular reordenamientos genéticos que han favorecido 
i diversidad genética. 
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Figura 5,8 Movimiento de 
retrotransposones. Un 

retroba ns posón presente en un punto 
del ADN cromosómko se transcribe en 
ARN, v a continuación es convertido 
de nuevo en ADN mediante 
transcripción inversa. El 
retrotransposón de ADN puede a 
continuación integrarse en un nuev o 
punto cromosómico. 
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Duplicación génica y pseudogenes 

Otro de los factores que favorecen al gran tamaño de los genomas eucariota: 
es que algunos genes están presentes en múltiples copias, algunas de la? 
cuales frecuentemente son afundonales. En algunos casos, múltiples copias 
de genes son necesarias para producir ARN o proteínas requeridas er 
grandes cantidades, como los ARN ribosómicos o las his tonas. En otros c-~- 
sos, miembros concretos de un grupo de genes relacionados (denominad, 
una familia génica) pueden ser transcritos en diferentes tejidos o en diferen- 
tes etapas del desarrollo. Por ejemplo, las subunidades o: y ¡3 de la hemog! 
bina se encuentran codificadas por familias de genes en el genoma human 
con diferentes miembros de esa familia expresados en el tejido embrionaric 
fetal y tejidos adultos (Fig. 5.9). Los miembros de muchas familias áe genes 
(p. ej., los genes de la globina) se agrupan en una región del ADN; los míen 
bros de otras familias están dispersos en cromosomas diferentes. 

Las familias de genes se cree que han surgido de la duplicación de un 
gen ancestral original, divergiendo los diferentes miembros de una tamil: - 
como consecuencia de mutaciones durante la evolución. Tal divergencia 
puede desembocar en la evolución de proteínas relacionadas capaces di 
funcionar en tejidos diferentes o en diferentes etapas dei desarrollo. P : 
ejemplo, las globinas fetales presentan una mayor afinidad para el 0 1 qi 
las globinas adultas — una diferencia que permite al feto obtener 0 : de 
circulación materna. 

Como cabría esperar, sin embargo, no todas las mutaciones favorecen 
función del gen. Algunas copias genéticas presentan mutaciones sustanda* 
les que ocasionan la pérdida de la capacidad para producir un producto ge- 
nético funcional. Por ejemplo, las familias de genes humanos de la a y fbgl c- 
bina contienen dos genes que han sido desactivados por mutaciones. Tales 
copias genéticas no funcionales (llamados pseudogenes) representan re 
quias evolutivas que aumentan considerablemente el tamaño de los geno 
mas eucariotas sin hacer ninguna contribución genética funcional. Estudias 
recientes han identificado más de 20.000 pseudogenes en el genoma huma- 
no, Puesto que se asume generalmente que se trata de una estimación a .: 
baja, es probable que nuestro genoma contenga muchos más pseudoger-.- 
que genes funcionales. 

Las duplicaciones génicas pueden surgir por dos mecanismos diferentes 
La primera es la duplicación de un segmento de ADN, que puede resut tr- 
en la transferencia de un bloque de ADN a una nueva localización en el ge? 
nema. Se estima que dichas duplicaciones de segmentos de ADN de entr? 
1 kb y más de 50 kb, forman aproximadamente el 5% del genoma humar: 
Por otro lado, los genes pueden duplicarse medíante transcripción inversa 
de un ARNm, seguido de integración de la copia de ADNc en un nut 
punto cromosómico (Fig* 5,10). Este modo de duplicación génica, análoge i 
la transposición de elementos repetitivos a través de intermediarios 
ARN, resulta en la formación de copias genéticas que carecen de mirones 
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Figura 5*9 Familias del gen de la 

gJobina* Los miembros de las familias 
de los genes humanos de la a y 
[Tglohina se agrupan en los 
cromosomas 16 y 11, respectivamente. 

Cada familia contiene genes que se Locus de Ja p-t 

expresan específicamente en los tejidos cromosoma 1 1 
embrionario, fetal y adulto, además de 
tas copias de genes no funcionales 
(pseudogenes). 
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Integración en un nuevo 
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Figura 5 JO Formación de un 
pseudogért procesado. Un gen es 

transcrito y procesado para dar lugar a 
unARNm del cual se han eliminado 
los intrones, El ARNm es copiado 
mediante transcripción inversa, dando 
lugar a una copia de ADNe que carece 
de in trunes. La integración en el ADN 
cromosómico resulta en la formación 
de un pseudogén procesado, 


^se-Jdogén procesado 


carecen también de las secuencias cromosómicas normales que dirigen 
transcripción de un gen en ARNm. Como resultado, la duplicación de un 
por transcripción inversa generalmente da lugar a una copia génica 
iva denominada pseudogén procesado. Se estima que existen varios 
r_es de pseudogenes procesados en el genoma humano. 

Composición del genoma en los eucariotas superiores 

Una vez vistos varios tipos de ADN no codificante que contribuyen a la 
complejidad genómica de los eucariotas superiores, es de interés revisar la 
composición de los genomas celulares. En los genomas bacterianos, la ma- 
i or parte del ADN codifica proteínas. Por ejemplo, el genoma de E. cali es 
aproximadamente de imas 4,6 x 1CT pares de bases de longitud y contiene 
irnos 4.000 genes, donde casi un 90% del ADN son secuencias codificantes 
pira proteínas. El genoma de levaduras, que consiste en 12 x 10 h pares de 
bases, posee un tamaño 2,5 veces el de E. coii, pero sigue siendo extremada- 
mente compacto. Sólo el 4% de los genes de Saccharomyces cerevisiae contie- 
-en in tronos, y normalmente éstos sólo poseen un pequeño intrón cerca del 
£ mienzo de la secuencia codificante. Aproximadamente un 70% del geno- 
"2 de levaduras se emplea en secuencias codificantes de proteínas, especi- 
5. indo un total de aproximadamente 6.000 proteínas. 

Los genomas animales relativamente sencillos de C elegans y Drosophila 
n unas diez veces más grandes que el genoma de levaduras, pero confie- 
ran sólo dos o tres veces más genes. Por el contrario, estos genomas anima- 
íes sencillos contienen más intrones y más secuencias repetitivas, de modo 
que las secuencias codificantes de proteínas corresponden sólo al 25% del 
. norria de C. elegans y un 13% del genoma de Drosophila. El genoma de la 
planta modelo Arabidopsis contiene un número similar de genes, donde 
aproximadamente un 26% del genoma corresponde a secuencias codifican- 
tes de proteínas. 

Los genomas de animales superiores (como el humano) son aproximada- 
mente 20-30 veces más grandes que los de C. elegans y Drosophila * Sin em- 
bargo, una gran sorpresa obtenida al descifrar la secuencia del genoma hu- 
raño, fue el descubrimiento de que el genoma humano sólo contiene 
irroximadamente de 20.000 a 25,000 genes. Parece que sólo aproximada- 
mente el 1,2% del genoma humano consiste en secuencias que codifican 
proteínas. Aproximadamente el 20% del genoma consiste en mirones, y más 
: I 60% está compuesto por varios tipos de secuencias de ADN repetitivo y 
: aplicado, donde el resto está compuesto por pseudogenes, secuencias es^ 
pa dadoras no repetitivas entre genes y secuencias de exones que están pre- 
sentes en los extremos 5' y 3' de los ARNm pero que no se traducen en pro- 
pinas* El aumento del tamaño de los genomas de los eucariotas superiores, 
por tanto, se debe mucho más a la presencia de grandes cantidades de se- 
aencias repetitivas e intrones, que al incremento del número de genes. 
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Animación web 


Cromatina y cromosomas 

En una célula eucariota, el ADN está 
altamente en rollado en torno a las 
proteínas histonas (formando 
cromatina), y cuando una célula se 
prepara para fa división, la cromatina se 
enrolla sobre sí misma múltiples veces 
para formar cromosomas compactos. 


Cromosomas y cromatina 

No sólo los genomas de la mayoría de los eu cario tas son más complejos í 
los de los procariotas, sino que el ADN de ias células eucariotas se enaie 
tra organizado de forma diferente al de las células procariotas. Los genon 
de los procariotas los contienen cromosomas únicos, que normalmente í 
moléculas de ADN circulares. Por el contrarío, los genomas de los eucar 
tas están compuestos por múltiples cromosomas, cada uno de ¡os cua 
contiene una molécula de ADN linear. Aunque el numero y el tamaño 
los cromosomas varía considerablemente entre las especies (Tabla 53 j ■ 
estructura básica es la misma en todos los eucariotas. El ADN de las céle 
eucariotas está fuertemente unido a unas pequeñas proteínas básicas (hi 
ñas) que empaquetan el ADN de manera ordenada en el núcleo de la té h 
Esta característica resulta primordial, y se da en el ADN de la mayoría 
los eucariotas. Por ejemplo, la longitud total extendida del ADN en una 
lula humana es de unos 2 m, pero este ADN debe caber en un núcleo con , 
diámetro de tan solo 5 |im a 1 0 pm. 

Cromatina 

Los complejos entre el ADN eucaríótico y las proteínas forman la cron 
na, que contiene alrededor del doble de proteína que de ADN. Las pr, - 
ñas principales en la cromatina son las histonas — pequeñas proteínas 
contienen una gran proporción de aminoácidos básicos (argínina y lis ir 
que facilitan la unión con la molécula de ADN cargada negativamente 
Existen cinco tipos importantes de histonas — llamadas til, H2A, H2E 
y H4 — que resultan muy similares entre las diferentes especies eucar: 
(Tabla 5.4). Las histonas son tremendamente abundantes en las células t-_ 
riotas; su masa total resulta aproximadamente igual al ADN de la cél 
Además, la cromatina contiene aproximadamente una masa igual de un; 
riedad de proteínas cromosómicas diferentes a las histonas. Existen más i 
tai millar de tipos diferentes de estas proteínas, que están Implicadas n y 
pies actividades, incluyendo la replicación del ADN y ¡a expresión gér 


Tabla 5.3 Número de cromosomas en las células eucariotas 


Organismo 

Tamaño del 
gen orna (Mb) ff 

Número' 7 de 
cromosomas 

Levadura 

{Saccharomyees cemtístoé) 

12 

16 

Moho del lodo (Dictyastelium) 

70 

7 

Arabidopsis thaliana 

125 

5 

Maíz 

5.000 

10 

Cebolla 

15,000 

8 

Lirio 

50.000 

12 

Nema todo 

(Caenorhabditis eleguns) 

97 

6 

Mosca de Ea fruta (Drüsophila) 

180 

4 

Sapo (Xenopus IneviS) 

3,000 

1S 

Pez pulmón 

50.000 

17 

Pollo 

1.200 

39 

Ratón 

3.000 

20 

Vaca 

3.000 

30 

Perro 

3.000 

39 

Humano 

3.000 

23 


' Tanto el tamaño del genoma como el número de cromosomas son parn células haploides- 
Mb - millones de pares de bases. 
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'abía 5 A Principales proteínas de tas historias 


Historia 11 

Peso 

molecular 

Número de 
aminoácidos 

Porcentaje de 
Usina + arginina 

m 

22500 

244 

30,8 

H2A 

13.960 

129 

20,2 

H2B 

nj?A 

125 

22,4 

H3 

15273 

135 

22,9 

H4 

11.236 

102 

245 


La unidad básica estructural de la croma tina, ei nucleosoma, fue descri- 
se- por Roger Kornberg en 1974 (Fig. 5*11). Komberg propuso el modelo de 
rudeosoma de acuerdo con dos tipos de experimentos. Primero, la diges- 
tión parcial de la croma tina con la nudeasa micrococal (una enzima que de- 
grada el ADN) produjo fragmentos de ADN con una longitud de 200 pares 
de bases. Por el contrario, una digestión similar de ADN desnudo (no aso- 
lado a proteínas) produjo una mancha continua de fragmentos de diferen- 
s tamaños. Estos resultados sugirieron que la unión de las proteínas al 
ADN en la cromatina protege algunas regiones del ADN de la digestión por 
j nudeasa, de manera que la enzima puede atacar al ADN solamente en lu- 
gares separados por aproximadamente 200 pares de bases. De acuerdo con 
isía idea, la microscopía electrónica reveló que las fibras de cromatina tie- 
nen una apariencia de collar de cuentas, con las cuentas separadas a ínter- 
ales de unas 200 pares de bases. Por tanto, la digestión por la nudeasa y 
los estudios por microscopía electrónica sugirieron que la cromatina está 
. impuesta por unidades que se repiten cada 200 pares de bases, que fueron 
.amadas nucleosomas. 



Figura 5,1 1 Organización de la 
cromatina en nucleosomas. (A) £1 

ADN se envuelve alrededor de las 
historias en las partículas centrales o 
core del nucleosoma y es sujetado por 
la histona H1 > Las proteínas no 
historias se unen al ADN de en face o 
linkt'r entre los nucleosomas y las 
partículas centrales, (B) Gei de 
electroforesis de fragmentos de ADN 
obtenidos de la digestión parcial de La 
cromatina con la nudeasa micrococal. 
FJ ADN de enlace entre las partículas 
centrales o con del nucleosoma es 
especialmente sensible, por lo que la 
digestión limitada de la cromatina 
produce fragmentos correspondientes 
a múltiplos de 200 pares de bases. (C) 
Una micro grafía electrónica de una 
fibra de cromatina extendida, 
ilustrando su aparíenda de collar de 
cuentas, (B, cortesía de Roger 
Komberg, Stanford Urdversity; C; 
cortesía de Ada L Olins y Dona Id £- 
Glins, Oak Ridge National Labora torv.) 
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Figura 5,12 Estructura de un cromatosoma. (A) La partícula central o core de] J 
nucleosoma consta de 147 pares de bases de ADN envuelto 1,67 vueltas alrededor 
de un centTO de historias que consta de dos moléculas de cada H2A, H2B, H3 y B4 
Un croma tosoma contiene dos vueltas completas de ADN (166 pares de bases) 
sujetas por una molécula de HL (B) Modelo de una partícula central o core del 
nucleosoma. Las cadenas de ADN se muestran en marrón y en turquesa. Las 
historias se muestran en azul (H3), verde (H4), amarillo (H2A) y rojo (H2B), (B, de* 1 
K, Luger y cois, 1997. Nature 389: 251.) 


Una digestión más extensa de la c rom atina con la nu deasa microcoÉ 
producía partículas (Oamadas partículas centrales o cores del nucleosoiE 
que correspondían a las cuentas visibles por microscopía electrónica. I 
análisis detallado de estas partículas demostró que contienen 147 pare? . 
bases de ADN enrolladas 1,67 veces alrededor del centro de his tonas íí 
mado por dos moléculas de H2A, H2B, H3 y H4 (las his tonas del cena 
(Fig, 5,12). Una molécula de la quinta historia, H1, se encuentra unida 
ADN cuando entra en una partícula central o core del micieosoma. Esto n 
ma una subunidad de croma tina llamada cromatosoma, que está compás 
to por 166 pares de bases de ADN envuelto alrededor del centro de hlstcts 
y sujeto en su lugar por H1 (una historia de enlace). 

El empaquetamiento del ADN con histonas produce una fibra de crom 
tina aproximadamente de 10 nm de diámetro y compuesta por cromatos 
mas separados por segmentos de enlace o linker de ADN de unos 50 ra 
de bases de longitud (Fig. 5,13), En el microscopio electrónico, esta fibra i 
10 nm presenta la apariencia de collar de cuentas que sugiere ei modelo é 
nucleosoma. Empaquetar el ADN en una fibra de crom a tina de 10 nm red 
ce su longitud aproximadamente seis veces. La cromatina se puede conda 
sar aún más enrollándola para formar fibras de 30 nm, resultando en a 
condensación total de unas 50 veces. Las interacciones entre las moleaá 



Fibra de 10 nm 



100 nm 


Fibra de 30 nm 



100 nm 


Figura 5.13 Fibras de cromatina. El empaquetamiento del ADN en los 
nucleosomas produce una fibra de cromatina de aproximadamente 10 nm de 
diámetro. La cromatina se condensa aún más enrollándose en una fibra de 30 I 
de diámetro, con unos seis nucleosomas por vuelta. (Fotografías cortesía de Adi L; 
Olíns y Donald E. Olins, Oak Rídge National Laboratory) 
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Figura 5.14 Cromatina en la 
inferíase» Mlcrografía electrónica de 
un núcleo en interfase. La eucrom atina 
se distribuye por el núcleo. La 
Keterocromatina se indica con los 
triángulos y el nucléolo con una flecha, 
(Cortesía de Ada L. Olins y Donald E, 
Olins, Oak Ridge National Laboratory.) 


■b historia H1 parecen jugar un papel importante en esta fase de la conden - 
, r¡ cromatínica, que es crítico para determinar la accesibilidad al ADN 
■cmosómico para procesos como la replicación y transcripción del ADN. 
m pagamiento de las fibras de 30 nm sobre sí mismas hace posible una ma- 
ní condensación de la cromatina en el interior de la célula. A pesar de su 
«xirtancia, aún no se conoce con detalle la estructura exacta de las fibras 
HpOrtm. 

| El grado de condensación croma tínica varia durante el ciclo celular y jue- 
ga un papel importante en la regulación de la expresión génica, como se 
p ¡izará en el Capítulo 7. En células en Ínter fase (sin dividirse), la mayoría 
La cromatina (llamada eucromatina) se encuentra relativamente sin con- 
ftnsar y distribuida por todo el núcleo (Fig, 5.14). Durante este período del 
«do celular, los genes se transcriben y el ADN se replica como preparación 
faid la división» La mayoría de la eucromatina en los núcleos en interfase 
«rece presentarse en forma de fibras de 30 nm, o algo más condensado de 
M : a 130 nm. Los genes que son transcritos activamente, se encuentran en un 
»:ado menos condensado, lo que permite la transcripción. Al contrario de 
a eucromatina, alrededor del 10% de la cromatina de ía interfase (llamada 
keterocromatina) se encuentra en un estado muy condensado que recuerda 
ala cromatina de las células que llevan a cabo la mitosis. La heterocromati- 
m es transcrip clona I mente inactiva y contiene secuencias de ADN altamen- 
te repetitivas, como aquellas presentes en los centr omeros y tel omeros 
Icomo se describe en la siguiente sección). 

Cuando la célula entra en mitosis, sus cromosomas se condensan para 
roder ser distribuidos a las células hijas. Los lazos de fibras de cromatina de 
nm se cree que se doblan sobre sí mismos para formar los cromosomas 
compactos de la metafase de las células mitóticas, en las que el ADN se ha 
;nndensado cerca de 10,000 veces (Fig, 5.15). Esta cromatina condensa da no 
puede ser utilizada como molde para la síntesis de ARN, así que la trans- 
;ripción cesa durante la mitosis. Las micvografías electrónicas indican que 



10 iun 


Figura 5,15 Condensación de la 
cromatina durante la mitosis. 

Micrografía electrónica de barrida de 
cromosomas de metafase. Añadido color 
artificial. (Biophoto Associates/ Photo 
Researchers, Inc.) 
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Figura 5.16 Estructura de los cromosomas de ta metalase. Una mi orografía 
electrónica de lazos de ADN unidos al andamio de protema de los cromosomas 
metalase que han sido liberados de las historias. íDe j. R. Pautson y U. K. Laemm 
1977. Cell 12: 817.) 


el ADN en ios cromosomas de la metalase está organizado en grandes lazo* 
unidos a un andamio o escalón de proteínas (Fig. 5.16), aunque todavía n I 
se ha llegado a entender con detalle la estructura de la cromatina condensM 
da ni el mecanismo de condensación de ésta. 

Los cromosomas de la metalase se encuentran en un estado de coñete 
tración muy alto, tanto que su morfología puede ser estudiada a través dd| 
microscopio óptico (Fig. 5.17). Las diferentes técnicas de tinción propon o- < 
nan patrones característicos de bandas cromosómicas luminosas y oscuras j 
como resultado de la unión preferente de los tintes fluorescentes o de mafl I 
chas a las secuencias de ADN ricas en AT en lugar de las secuencias riaj 
en GC. Estas son específicas para cada cromosoma y parecen representar <£l 
f eren tes regiones de los cromosomas. Los genes pueden ser localizados m J 
bandas cromosómicas específicas mediante hibridación in situ, i nd icaria] 
que el empaquetamiento del ADN en los cromosomas de la metalase e? m 
proceso con un riguroso orden y de carácter reproducible. 

Centrómeros 

El centrómero es una región especializada del cromosoma cuyo papel es 
asegurar Ja correcta distribución de los cromosomas duplicados a las cejrt 
las hijas durante la mitosis (Fig. 5,18), El ADN celular se duplica durante 
interfase, resultando la formación de dos copias de cada cromosoma anij 
de que comience la mitosis. Cuando la célula entra en mitosis, la condenan 
ción de la cromatina conduce a la formación de los cromosomas de la metan 
fase que consisten en dos cromátidas hermanas Idénticas. Estas cromátidJ 
hermanas se mantienen unidas por el centrómero, el cual se considera cor* 
una región cromosómica compacta. Una vez iniciada la mitosis, ios miad 
tríbulos del buso mitótico se adhieren al centrómero, y las dos cromática? 
hermanas se separan y se dirigen a los polos opuestos del huso, Al fina: dr] 


Figura 5,17 Cromosomas humanos 
en meta fase. Una micrografía de 
cromosomas humanos extendidos a 
partir de una célula en metaíase. 

■ Leonard Lessio Peter Amold, Inc.) 
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Profase 


Te Iota se 


romátidas hermanas 


E ? 2 Tigra etapa de 
i v;:; ; (profase), los 
: somas se 
«roensan y se 
®u?.en al centro de 


a :c j ! a 




Inte ríase 


En la meta fase, los cromosomas 
altamente condensados consisten en 
dos copias idénticas (cromálidas 
hermanas) unidas por ei centrómero. 
Las fibras del huso mítótico se unen al 
centrómero 


Durante la etapa final de la 
mito sis (telofase), las membranas 
nucleares se reforman y los 
cromosomas se descondensan 


En la anafase, las 
cromótidas hermanas 
se separan y se 
mueven a los polos 
opuestos de la célula 


Se forman dos 
células hijas por 
división celular 


ra 5J8 Cromosomas durante la mi t osis. Puesto que el ADN se replica 
_ te la interfase, la célula contiene dos copias duplicadas idénticas de cada 
>soma antes de entrar en mitosis. 


a mitosis, las membranas nucleares se restablecen y los cromosomas se des- 
ensan, resultando la formación de los núcleos de las células hermanas 
contienen una copia de cada cromosoma paren tal. 

Por tanto, los centrómeros actúan como sitios de asociación de las croma- 
B das hermanas y como sitios de unión para los mierotúbulos del huso mito- 
acó. Son secuencias especificas de ADN a las que se unen numerosas prote- 
de unión asociadas a los centrómeros, formando una estructura 
imada einetocoro (Fig. 5.19). La unión de los mierotúbulos a las proteínas 
¿el einetocoro dirige la unión de los cromosomas al huso mítótico, Las pro- 
sanas asociadas al einetocoro actúan como «motores moleculares* que con- 
lucen el movimiento de los cromosomas a lo largo de las fibras del huso, 
segregando los cromosomas a los núcleos de las células hijas. 

Las mejores secuencias de ADN centróme ricas han sido descritas en le- 
í-duras, donde su función puede probarse siguiendo la segregación de los 
; asmidos en mitosis (Fig. 5.20). Los plásmidos que contienen centrómeros 


: gura 5.19 Centrómero en cromosomas de metafase. El centrómero es la 
región por donde las dos croma tidas hermanas siguen unidas en la metafase. 
Proteínas específicas se unen al ADN centromérico, formando el einetocoro, que es 
é lugar de anclaje de las fibras del huso. 



einetocoro 







Sección II • Flujo de (a información genética 


172 






Levaduras transformadas 


Mitosi s 


Segregación «errónea» 
de plásmidos 


Plósmidos 

regularmente 

segregados 


Algunas células hijas pierden ei piásmido y requieren 
leucina para ei crecimiento 


Todas las células heredan el piásmido y puede* 
crecer en un medio carente da leucina 


Figura 5. 20 Ensayo de un 
centrómero en levaduras. Ambos 
plásmídos contienen un marcador 
{LEU2} y secuencias de ADN que 
sirven como orígenes de replica dón en 
levaduras (ARS, que significa 
secuencia de replícacíón autónoma). 

Sin embargo, el piásmido 1 carece de 
un centrómero y por tanto se pierde 
con frecuencia como resultado de una 
segregación errónea durante la mi tosí s. 
Por el contrario, la presencia de un 
centrómero (CBN) en el piásmido íi 
asegura su transmisión regular a las 
células hijas. 


funcionales se segregan como los cromosomas y se distribuyen de ígu¿ 
ma a las células hijas una vez terminada la mitosis. En ausencia de ur 
trómero funcional, sin embargo, el piásmido no se segrega adecuadar 
y muchas células hijas no heredan el ADN del piásmido. Los ensayos 
este tipo han permitido determinar las secuencias necesarias para la 
dón del centrómero. Este tipo de experimentos mostraron por primer; 
que las secuencias de los centrómeros de la levadura Saccharomyces cm 
siae se encuentran aproximadamente en 125 pares de bases divididas en — 
elementos de secuencia: dos secuencias cortas de 8 a 25 pares de bases - 
radas por 78-86 pares de bases de un ADN muy rico en A/T (Fig. 5.2 % 
Las secuencias cortas de los centrómeros definidas en S. cereinsini -m 
obstante, no parecen reflejar la situación en otros eucariotas, como la ¿ 
dura de fisión Sch izosacchtiro myces pombe. Aunque S, cerevhiae y 5. pomb¿ -*a 
levaduras, parecen ser muy divergentes la una de la otra y muy difere - » 
en muchos aspectos de su biología celular. Estas dos especies de levadla® 
proporcionan modelos complementarios para el estudio de células eucarw 
tas simples y de fácil estudio. Los centrómeros de S. pombe se extienden . 
40 a 100 kb de ADN; son aproximadamente mil veces más largos que los át 
S. cerevisiae. Se componen de un centro de 4 a 7 kb de una sola copu : ár 
ADN flanqueada por secuencias repetitivas (Fig. 5,21B), Tanto el — 
como las secuencias repetitivas flanqueantes son necesarios para el tur /ir- 
na miento del centrómero, por lo que los centrómeros de S. pombe parea® 
ser considerablemente más complejos que los de S. cerevisiae. 
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|pt S c&revisiae 
CDE I 

• C A C Pu T 8 


CDE II 

78-86 bp >90% A/T 


CDE III 

TGTxT xTGyyTTCCGAAyyyyyAAA 


125 bp 


IB $ Pombe 


= 




L 5 
— 65 kb — 


CC 


C Qroscphtíe metenogaster 



420 kb 


*1 


■ Transposones □ AAGAG Satélite 
P AATAT Satélite □ ADN no repetitivo 

- - ^mano 

m i 

K — 1-5 Mb - — — > 

□ u-Satelite ADN | 


5,21 Secuencias de! ADN centromérico* (A) Las secuencias del 
ero de S. cererishie (CEN) se componen de dos secuencias conservadas 
CDE l v CDE III) separadas por 78 a 86 pares de bases (pb) de ADN rico en 
CDE H). Las secuencias mostradas son secuencias consenso derivadas del 
- de las secuencias de los centrómeros de cromosomas individuales de 
[fas, Pu = A o G; x = A o T; y = cualquier base. í B> Se ilustra la organización 
secuencias del centrómero del cromosoma Ji de 5. ptmibe, El centrómero 
. l en un grupo central (CC) de secuencia única de ADN, rodeado por 
nones en tándem de tres elementos de secuencia repetitivos (B, K, v L). 

E centrómero de Drosophilti consiste en dos secuencias satélite, elementos 
rtibles v ADN no repetitivo que comprende varios cientos de kilobases (kb). 
Centrómeros del ser humano formados por repeticiones tándem de ADN 
íte rico en A/T de 171 pares de bases que comprende entre 1 y 5 millones de 
de bases (Mb), 


Los estudios de un cromosoma de Drosophila han proporcionado la prí- 
i descripción de un centrómero en eucariotas superiores (Fig. 5.21C). 
ntrómero de DrosophiJa se extiende 420 kb, del cual la mayoría (más 
8? ó consta de dos ADN satélites muy repetitivos con las secuencias 
~ \T y AAGAG. El resto del centrómero consta de elementos transpon!* 
dispersos, que se encuentran también en otros sitios en el genoma de 
h hila, además de una región no repetitiva de AEJN rica en A/T. 

Los centrómeros de otras plantas y animales están caracterizados porque 
ocroma ti na contiene zonas extensas de secuencias altamente repetí - 
En Arahidopsis, los centrómeros consisten en 3 millones de pares de 
de un ADN satélite de 178 pares de bases rico en A/T, que es una se- 
a de 171 pares de bases rica en A/T dispuesta en repeticiones en tán- 
que abarcan de 1-5 millones de pares de bases (Fig, 5.21 D), 

So se ha logrado identificar secuencias específicas de ADN vinculadas 
ia función centromérica en los eucariotas con excepción de S. cerevisiae a 
de los esfuerzos realizados a este Hn, Por otra parte, se ha demostrado 
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Tabla 5.5 ADN teíomérícos 


Organismo 

Secuencia 

telomérica 

repetida 

Levaduras 

Sacchtmmyccs 

TGl* 

cereiHme 

Sdtizozacchaminyccs 

pombe 

TTACGn., 

Protozoo 

Tetrahymem 

TTGGGG 

Dktyo&dium 

AG,* 

Planta 

Arabidopsis 

TTTAGGG 

Mamífero 

Humano 

TTACGC 


que la cromatina centromérica posee una estructura única. Concretara 
esta cromatina contiene una variante similar a la histona H3 denominada 
centromérica ÍCenH3) o CENP-A en lugar de la histona H3. CenH3 está 
sente de manera uniforme en los centrómeros de todos los organismos 
diados hasta ahora y el ensamblaje de las demás proteínas del dnetócem 
cesarlas para el funcionamiento del centrómero depende de la partiríp 
de nudeosomas que contengan CenH3. Por consiguiente, parece que el 
cipal determinante de la identidad y la función de los centrómeros seria 
estructura de la cromatina en lugar de una secuencia específica de ADN 

Cabe destacar que la estructura única de la cromatina estabiliza a los 
trómeros durante la división celular incluso en ausencia de secuencias 
chicas de ADN cen homérico, lo que representa un ejemplo de herencia 
genética — la transferencia de información no basada en la secuencia 
ADN de una célula pa renta! a su descendencia — La información se ¡ 
mi te a través de las hístonas tanto en este como en muchos otros tipos de 
renda epigenética (Cap. 7} (Fíg. 5.22). Cuando se replica el ADN cromof 
co, los nudeosomas de la hebra paren tal se distribuyen a las dos hebras É 
de modo que los nudeosomas de los centrómeros de los dos nuevos l 
somas contienen CenH3, Estos nudeosomas que contienen CenH3 din 
incorporación de nuevos nudeosomas con CenH3 a la cromatina, gra 
Jo cual se mantiene la estructura de la cmmatina tras la división celular, 

Telómeros 

Las secuencias situadas al final de los cromosomas de eu cariotas, llar 
telómeros, desempeñan un papel crítico en la rep litación y el mantea 
to del cromosoma. Los telómeros inicial mente se reconocieron como es 
turas distintas ya que los cromosomas rotos eran altamente inestables er 
células eucariotas, implicando la necesidad de secuencias específicas er 
terminaciones cromosómicas normales. Esto se demostró mediante ev 
mentes en los que los telómeros del protozoo Tetrahymem fueron aña 
a los extremos de moléculas lineales de ADN plasmídico de levaduras 
suma de estas secuencias de ADN telomérico permitió a estos plásmido? 
pilcarse como cromosomas lineales igual que las moléculas en las le\ 
ras, demostrando directamente que los telómeros son necesarios para i: 
plicación de las moléculas lineales de ADN. 

Las secuencias de AUN de los telómeros de los eucariotas son sim 
presentando repeticiones de una secuencia simple de ADN que contiene ^ 
pos de residuos de G en una hebra (Tabla 5.5). Por ejemplo, la secuencia de 
repeticiones de los telómeros en humanos v en otros mamíferos es TTAC 
y la repetición telomérica en Tetrahymem es TTGGGG, Estas secuencias ; 
piten cientos o miles de veces, y terminan con una prolongación en el ex 
y do una sola hebra de ADN, Las secuencias repetidas del ADN telom 
de algunos organismos (incluyendo el ser humano) forman bucles al final 
los cromosomas y se une a un complejo proteico que protege a los ex 
del cromosoma frente a su degradación (Fig, 5.23). 

Los telómeros desempeñan un papel importante en la replicación de 
extremos de Jas moléculas de ADN linear (véase Cap, ó). La ADN polín ■ 
sa es capaz de extender una cadena de ADN en crecimiento pero no p 
iniciar la síntesis de una nueva cadena al final de una molécula linear 
ADN. Como consecuencia, las terminaciones de los cromosomas lineales 
pueden ser replicadas por la ADN polimerasa en condiciones norma 
Este problema se ha resuelto por la evolución de una enzima especial 
telomerasa, que emplea actividad transcripta sa inversa para replicar las 
cuencias de ADN telomérico. El mantenimiento de los telómeros parece 
un factor importante a la hora de determinar las expectativas de vida v 
capacidad reproductiva de las células, por lo que los estudios de los telón 
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Figura 5.22 Herencia epigenética 
de H3 centromérica. Los 

nudeosomas du los centrómeros 
contienen CenH3. Cuando el ADN se 
replica, los nudeosomas paren tales 
con CenH3 se distribuyen entre 
ambas hebras hijas. Estos 
nudeosomas que contienen CenH3 
dirigen la incorporación de nuevos 
nudeosomas con CenH3, gracias a lo 
Cual se mantiene la estructura de la 
cromatina tras la división celular. 


NucLeosoma inicia! 
con CenH3 


Los nudeosomas que 
contienen CenH3 dirigen 
la incorporación de nuevos 
nudeosomas con CenH3 


a centróme rica 


Replicad ó n 
del ADN 


m de la telóme rasa son prometedores al respecto de nuevos datos sobre 
feeftíones como la edad y el cáncer. 

Secuencias de los genomas completos 

¿nos de los esfuerzos más excitantes en la biología molecular son los 
-i g idos actualmente hacia la obtención y análisis de las secuencias com- 
as de nucleótidos del germina humano y de los genomas de diversos 
de organismos, incluyendo a E. col i , Saccharomycés cerevisiae , 


■ Las células cancerosas tienen 
niveles elevados de telomerasa, lo 
que les permite mantener los 
extremos de sus cromosomas a 
través de un número indefinido de 
divisiones. Puesto que las células 
somáticas normales carecen de 
actividad telomerasa y no se 
dividen indefinidamente, los 
principios activos que inhiben la 
telomerasa se están desarrollando 
como agentes anti-cáncec 


Nudeosomas 
iniciales distribuidos 
a las hebras hijas 
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Figura 5.23 Estructura de un teLómero. El ADN telomérico 
forma un bucle sobre sí mismo para formar una estructura 
circular con un complejo proteico (shelterina) que protegen 
los extremos de los cromosomas. 


Shelterina 


Cíienorhabditis elegtms, Drosophüa, Arabidopsis y el ratón (Tabla 5.6). Los r 
tados de la secuenciación ele genomas completos nos han Llevado más 
de ia caracterización de genes individuales hasta una visión global de la 
ganización y contenido génico de gen omas completos. En principio, 
enfoque posee el potencial de identificar a todos los genes de un organi. 
que, por tanto, se volverán accesibles a investigaciones sobre su estruc 
y función. Adicional mente, la disponibilidad de secuencias completas 
genomas abre la posibilidad de identificar secuencias que regulan la ex 
sión génica en un análisis de genoma completo. Aunque queda mucho - 
aprender, las secuencias de genomas que ya están disponibles han proj 
donado a los científicos una base de datos única, consistente en las sec 
cias de nucleótidos de grupos completos de genes y sus secuencias reg 
doras en los que se fundamentarán muchos estudios futuros en biolc 
celular. 


Tabla 5.6 Resumen de los genomas secuenciados 


Organismo 


Tamaño del Número Secuencia codificador 
genoma (Mb) 9 de genes de proteínas 


Bacteria 

H, ¡nfluenznt' 1,8 

E. cali 4,6 

Levaduras 

S. cerevisiae 12 

S. pombe 12 

Invertebrados 

C. ekgms 97 

Drosúphila 180 

Plantas 

A mbídopsis thal tana 1 25 

Arroz 390 

Peces 

Pez globo 370 

Aves 

Pollo 1.000 

Mamíferos 

Humano 3,200 


1.743 

89-% 

4.288 

88% 

6.000 

70% 

4.800 

60% 

19,000 

25% 

13,600 

13% 

26,000 

25% 

37,000 

12% 

20,000-23,000 

10% 

20,000-23.000 

3% 

20,000-25,000 

u% 


‘ Mft = miSóres de pares de base. 
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>-:mas procariotas 

conocemos las secuencias completas del genoma de más de 1ÜD bac- 
wr - diferentes, y aun más están en proceso de ser determinadas. La pri- 
secuencia completa de un genoma celular, anunciada en 1995 por un 
: de investigadores dirigido por Craig Vente r, fue el de la bacteria 

I hílus infíuenzae , un habitante común del tracto respiratorio humano, 

■^noma de H infíuenzae tiene aproximadamente 1,8 x 10* pares de bases 
t* negabases o Mb), un poco menos de la mitad del tamaño del genoma 
E La secuencia completa de nucleótidos indicó que el genoma de H. 
Wtemzac es una molécula circular compuesta por 1,830,137 pares de bases, 
_ secuencia fue analizada para identificar los genes que codifican los 
¡ ARNt y proteínas. Las regiones potenciales codificadoras de proteí- 

se identificaron mediante el análisis por ordenador de la secuencia de 
flPS rara detectar las fases de lectura abiertas — tramos largos de secuen- 
m de nucleótidos que pueden codificar polipéptidos ya que no contienen 
«r:.;no de los tres codones de terminación de la cadena (UAA, UAG y 
X. - — . Debido a que estos codones de terminación de la cadena aparecen 
at - riamente una vez cada 21 codones (tres codones de terminación en un 
de 64), los marcos de lectura abiertos que se extienden más de cien co- 
hr-s normalmente representan genes funcionales. 

Este análisis identificó seis copias de genes ARNr, 54 genes ARNt diferen- 
«=• 1 . 743 regiones potenciales codificadoras de proteínas en el genom a de H. 

ít? (Fig. 5.24). De éstas, más de mü pueden tener un papel biológico (p. 
¿ una enzima del ciclo del ácido cítrico) en base a su relación con secuencias 
te proteínas conocidas, pero los otros representan genes de funciones no co- 
ix '.das hasta ahora. Las secuencias codificantes esperadas tienen un tamaño 
mt lio de aproximadamente 900 pares de bases, por lo que cubren unas 1,6 
de ADN, correspondiendo a casi un 90% del genoma de H. infíuenzae. 
En este momento conocemos las secuencias genómicas completas de más 
500 bacterias diferentes, tanto eu bacterias coma a rqu eobacterias , Algu- 
’ . * de las secuencias genómicas de estos procariotas han aportado datos 
Jbves para entender la evolución de la célula eucariótica- Por ejemplo, la 
Kcuendación del genoma de Kickeitsm prowazekü, que reveló una estrecha 


i.eoo.ooo 



Figura 5.24 Genoma de Haemophiíus 

infíuenzae. Las regiones codificadoras de 
proteínas predecibles se designan con las 
barras de colores. Los números indican pares 
de bases de ADN. {De R. D. Fleischmann 
y cois,, 1995. Science 26 9: 496.) 
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relación filogenética con los genomas de las mictocondrias actuales, sup 
un firme respaldo al origen endosimbiótico de la mitocondria (véase Cap 
De igual modo, las secuencias arqueobacterianas indicaron que los g 
eucarió ticos que codifican proteínas implicadas en la repiicación, trans 
ción y traducción del ADN provenían de las arqueobacterias en lugar de 
eubacterias (véase Fig, 1,7) 

Aunque la relativa simplicidad y facilidad de ia genética de El col i le 
convertido en un organismo favorable para la biología molecular, el 
noma de 4,6 Mb de E. col i no se completó hasta 1997. El análisis de 1 
cuencia de E. col i revela un total de 4.288 genes, con un 88% del gen 
representado por secuencias codificadoras de proteínas. De los 4.288 de 
biertos mediante secuencia ción, 1.835 habían sido identificados con ant 
ridad y las funciones de 821 pudieron ser deducidas por comparaciones 
las secuencias de genes ya descritos en otros organismos. Sin embargo 
se han logrado determinar las funciones de más de una tercera parte de 
genes de E. col i. Estos genes siguen estudiándose en la actualidad, lo 
pone de manifiesto la gran cantidad de datos sobre la biología de las ce 1 
procarióticas que continúan sin conocerse incluso en el caso de un mi 
ganismo tan estudiado como E. col i. 

Gen orna de levaduras 

Como ya dijimos anteriormente, el genoma eucaríota más sencillo (1,2 ■ 
pares de bases de ADN) se encuentra en la levadura Saccharomyces cerro: 
Además, las lev aduras crecen rápido y son objeto de manipulaciones g 
ticas simples. Por tanto, las levaduras son un modelo de célula eucar 
que puede ser estudiada con mayor facilidad que las células de los ma 
ros u otros eucariotas superiores. Como consecuencia, la secuencia 
completa de un cromosoma de levadura en 1992 (Fig. 5.25), seguida de 
determinación de la secuencia completa del genoma en 1996, representa 
los pasos más importantes en el entendimiento de la biología molecular 
las células eucariotas. 

El genoma de 5. cerevisiae contiene unos 6.000 genes, incluyendo 5 
supuestas secuencias codificadoras de proteínas, 140 genes de ARN rí 
micos, 275 genes de ARN transferente y 40 genes codificadores de peque 
ARN nucleares implicados en el procesamiento del ARN (discutido er 
Cap. 7). Las levaduras tienen, por tanto, una alta densidad de secuencias 
dificadoras de proteínas, similar a los genomas bacterianos, que reprc 
tan aproximadamente el 70% del ADN total de la levadura. En cor 
cia, sólo el 4% de los genes de levaduras contienen in trunes. De acuerdo 
esto, los genes de 5, cerevisiae que contienen in tremes normalmente ti 
un único intrón pequeño cerca dei principio del gen. 

Poco tiempo después de la secuenciación del genoma completo de S 
revisiae se ha logrado secu enciar los de la levadura de fisión 5. pombe y ow 
levaduras y hongos. Como se ha comentado en una sección anterior de 
mismo capítulo, 5. cerevisiae y S. pombe son microorganismos distintos 
presentan numerosas diferencias biológicas, como la estructura centron 
ca (véase Fig. 5.21), Sorprendentemente, existen también algunas dife 
cías notables entre sus genomas, A pesar de que ambas levaduras corti 
una cantidad similar de secuencias únicas de ADN (12,5 Mb), 5. pombe 
rece poseer solamente unos 4*800 genes. Los intrones son mucho más 
cuentes en S. pombe que en S. cerevisiae. Alrededor del 43% de los genes de 
pombe albergan intrones, los cuales tienen un tamaño mayor que los de 5 
revisiae , de modo que las secuencias que codifican proteínas tan solo co 
tuyen el 60% del genoma de S, pombe . La mayoría de los genes de S, pc 
p resen tan homólogos en el genoma de S. cerevisiae, si bien alrededor de 
de ellos son exclusivos de 5. pombe. 
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Lii el análisis informático inicial se asignó una posible función a casi la 
■utad de las secuencias que codifican proteínas de S. cerevisiae a partir de la 
homología con secuencias de genes conocidos. Sin embargo, solamente se 
cenoria la función de estos genes en términos generales (como «factor de 
inscripción»), pero no su función concreta en el entorno mtracelular Por 
ira parte, más de la mitad de las proteínas codificadas por el genoma de 
esta levadura carecía de relación con otros genes descritos previamente, por 
que aún no se han definido las funciones de otras 3.000 proteínas desco- 
nocidas. Por suerte, el análisis funcional de los genes desconocidos de las le- 
. aduras resulta relativamente sencillo debido a la posibilidad de inactivar 
be: cromosómicos normales mediante reacciones de recombinación homó- 
oga con secuencias ya clonadas (como se comenta en el Cap, 4). De este 
modo, tras la secuenciación del genoma se crearon cepas de 5. cerevisiae en 
que se había inactivado cada uno de los 6.000 genes identificados me- 
üante recombinación homologa. El análisis sistemático de este conjunto de 
m utantes que abarcaban todo el genoma ha permitido identificarlas fundo 
’es de más de 3.000 genes, lo que supone un adelanto considerable en la 
;om prensión de la biología de esta sencilla célula eu cari ótica. 


figura 5,25 Cromosoma 111 
de levaduras. Las barras superiores 
azules designan los dones utilizados 
para ia secuenciación del ADN. Los 
marcos abiertos de lectura o fases de 
lectura abiertas se indican con flechas. 
(De S. G. Oliver v cois., 1992. facture 
357: 38.) 


.os genomas de Caenorhabditis elegans, Drosophila 
velanogaster y otros invertebrados 

Los genomas de C. elegans y Drosophila son genomas animales relativamen- 
te sencillos, intermedios en tamaño v complejidad entre las levaduras y los 
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Figura 5.26 El genoma de 
C e legan s . I .as pos icio mes p red i ch as 
do los genes de C, degans sobre cada 
cromosoma están indicadas por barras 
rojas. Aquellas que son similares a los 
genes de levaduras se indican en 
violeta, (De The C, elegans Sequertcing 
Consor ti unev 199$. Science 282:201 2.) 


humanos. Características distintivas de cada uno de estos organismos i - 
convierte en modelos importantes para el análisis genómíco: C. elegnns hi 
sido utilizado ampliamente en estudios de desarrollo animales y DrosophjM 
ha sido especialmente bien analizado genéticamente. Los geno mas de es: e* 
organismos, sin embargo, son aproximadamente diez veces mayores quri 
los de levaduras, introduciendo un nuevo orden de dificultad en el map^ 
y la secuenciación genética. La determinación de la secuencia de C elegam 
en 1998 representó, por tanto, un hito importante en el análisis genónii. 
que extendió la secuenciación genómica desde ios organismos unicelular» 
(bacterias y levaduras) a un organismo multicelular reconocido como mo- 
delo importante del desarrollo animal. 

Las fases iniciales del análisis del genoma de C degans se utilizaron ira a 
mentos de ADN donados en cósmidos, que situaron inserciones de ADN 3». 
unas 30-45 kb (véase Tabla 43). Este paso, sin embargo, no fue capaz de cu- 
brir el genoma completo, con lo que fue sustituido por la clonación de pies 
zas de ADN mucho más largas en vectores de cromosomas artificia le* 
levaduras (YAC; del inglés, yeast artificial chromosome). Como se ha descr.i: 
en el Capítulo 4, la única característica de los YAC, es que contienen centro 
meros y telómeros, permitiendo su replicando como cromosomas linea» 
en levaduras. Se pueden utilizar, por tanto, para clonar fragmentos de AL 
del tamaño del ADN cromosómíco de las levaduras-miles de kilobases áe 
longitud. Las inserciones de largos fragmentos de ADN clonados en 
YAC son esenciales en el mapeo de genomas complejos. 

El genoma de C. ekguns comprende 97 x 10" pares de bases y conti 
19.000 supuestas secuencias codificadoras de proteínas — aproximada 
te tres veces el número de genes en levaduras (Fig. 5.26)—, Al contrario 
la organización compacta del genoma de levaduras, los genes en C eh 
se extienden unas 5 kilobases y contienen una media de cinco intrones, 
secuencias codificadoras de proteínas representan, por tanto, solamen:- 
25% del genoma de C. degans, comparado con el 60%~70% de las levad 
y cerca del 90% de los genomas bacterianos. 

Aproximadamente el 4P% de las supuestas proteínas de C. degans ni 
tra similitudes significativas con las proteínas conocidas de otros org. 
mos, Como se esperaba, existen más similitudes entre las proteínas 
C. degans y de los humanos que entre C. degans y las levaduras o bact¡ 

Las proteínas que son comunes entre C, degans y levaduras podrían fui 
nar en los procesos celulares básicos compartidos por estos organís: 
como el metabolismo, replícación del ADN, transcripción, traducción \ 
sificación de proteínas. Estos procesos biológicos esenciales parecen 
llevados a cabo por un número parecido de genes en ambos organis: 
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0 posible que estos genes sean compartidos por todas las células enea- 
. Por el contrarío, la mayoría de los genes de C tlegans no se encuerd- 
en levaduras y funcionan en las actividades reguladoras más complicá- 
is necesarias para el desarrollo de los organismos multicelulares. El 

ubrimiento de estos genes parece ser particularmente excitante en tér- 
ios del conocimiento del desarrollo animal. Aunque los adultos de la es- 
e C. elegans tienen una longitud aproximada de 1 mm y contienen sola- 
te 959 células somáticas en el cuerpo entero, presentan todas las células 
e ¿atizadas que se puedan encontrar en animales más complicados, 
más, se ha descrito el patrón completo de las divisiones celulares que 
ducen al desarrollo de C. elegans, incluyendo el análisis de las conexio 
hechas por 302 neuronas en el animal adulto. Muchos de los genes invo- 
ados en el desarrollo y diferenciación de C. elegans se ha encontrado que 

1 relacionados con genes implicados en el control de la diferenciación y 
liferación de las células de los mamíferos, sustentando la validez de 

deg&is como modelo de animales más complejos. Sin ninguna duda, los 
dios de secuenciación del genoma de C. elegans seguirán descubriendo 
es primordiales en el control del desarrollo celular. 

Drosophiía es otro modelo clave para el desarrollo animal, el cual ha sido 
crito genéticamente en detallé. Las ventajas de Drosophiía para el análisis 
ético incluyen su genoma relativamente simple y el hecho de que puede 
mantenida y criada en el laboratorio. Además, Drosophiía aporta un ing- 
enio especial para el análisis genético en los cromosomas poiiténicos 
antes que se encuentran en algunos tejidos como las glándulas salivares 
la larva. Los cromosomas se forman en las células que no se dividen 
o consecuencia de la replícación repetitiva de las hebras de ADN que 
se pueden separar la una de la otra. Por tanto, cada cromosoma politéni- 
con tiene cientos de moléculas de ADN idénticas alienadas en paralelo, 
bido a su tamaño, estos cromosomas poiiténicos son visibles al microsco- 
pio óptico, y con técnicas de tinción apropiadas se puede distinguir un pa- 
ren de bandas que constituye un mapa físico de gran resolución de! geno- 
ma de Drosophiía. La deieción de genes se puede relacionar con la pérdida 
de una banda cromosómica especifica, definiendo por tanto la localización 
nsica del gen en el cromosoma. Además, los ADN clonados pueden mape- 
arse por hibridación in sita de los cromosomas poiiténicos, con frecuencia 
con una resolución suficiente para localizar los genes clonados en las ban- 
das especificas (Rg. 5.27). Por tanto, las posiciones en el mapa de los clones 
¿e cósmidos o de los YAC (que ocupan muchas bandas) pueden determi- 
narse con facilidad, proporcionando k base para el análisis de la secuencia 
íenomica. 

Debido al poder de la genética de Drosophiía, la secuenciación completa 
del genoma de Drosophiía al comienzo del año 2000 fue uno de los pasos 
más importantes en eJ análisis genómico. El genoma de Drosophiía consiste 
en 180 x UP pares de bases, de las que un tercio es heterocromatina. La hete- 
mcromatina consiste principalmente en repeticiones satélite de semencia 
sendlla, además de elementos transponibles dispersos, y no se incluyó en la 
secuenciación genómica. Las restantes 120 x 10° pares de bases de eucroma- 
hna fueron secuendadas empleando una combinación de clones de cromo- 
somas bacterianos artificiales (BAO, que portan grandes insertos de ADN 
(véase Tabla 4.3), y un método de escopeta en el que pequeños fragmentos 
de ADN son donados al azar y secuenciados en vectores plasmídicos. Las 
secuencias de estos pequeños fragmentos de ADN fueron organizadas a 
continuación en una larga secuencia contigua mediante la identificación de 
secuencias comunes entre fragmentos, y estas organizaciones de secuencias 
alineadas con los dones BAC para dar lugar a una secuencia completa de la 
pordón eucromática del genoma de Drosophiía . 



Figura 5.27 Hibridación in situ de un 
cromosoma poíiténko de 
Drosophiía . Se ilustra k hibridación 
de un don de YAC con un cromosoma 
poli tónico. La región de la hibridación 
se indica con una flecha. (Cortesía de 
Daniel L. Har tí, Harvard University.) 
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El genoma de Drosophila contiene unos 14.000 genes, Al igual que C 
gans f los genes de Drosophila contienen un número medio de cuatro in 
V Ja cantidad total de secuencias intrónicas es semejante a la cantidad de 
cuencias exónicas. En total, las secuencias que codifican proteínas repr¡ 
tan cerca del 13% del genoma de Drosophila . 

La identificación de un número de genes en Drosophila significa hv 
te más bajo que en G elegans resultó sorprendente debido a su mayor 
plejidad, Por otra parte, parece asombroso que el número de genes de 
animal complejo tan solo dupliqué el identificado en las levaduras 
observaciones indican que la complejidad biológica de un organismo no 
pende exclusivamente del número de genes presentes en su gen orna, 
proporción importante de la mayor complejidad de Drosophila y C. el 
podría residir en el mayor tamaño y el mayor número de dominios 
nales de sus proteínas en comparación con las de levadura. i\3o cabe 
que el análisis funcional más detallado de los genomas de Drosophila \ 
elegans nos ayudará a comprender mejor los mecanismos a través de 
cuales sus genes controlan los complejos procesos de desarrollo anima í 

Se han publicado las secuencias genómícas de otros invertebrados 
posterioridad a la secuenciadón genómica de C. elegans y D. melanog 
como el genoma del nematodo Caenorhabditis briggsae (un organismo 
relacionado con C. elegans) y los de otras 11 especies de Drosophila, todos 
cuales resultan de gran utilidad en el análisis comparativo de microoq 
mos con una estrecha relación filogenática. Se han secuenciado los gen 
de otros insectos, como los del mosquito, el gusano de seda y la abeja 
mismo, se han determinado las secu endas genómícas del erizo de mar \ 
anémona de mar, que contendrían entre 23.000 y 18.000 genes, respec 
mente, lo que se pone de manifiesto una vez que el número de genes no 
correlaciona directamente con la complejidad de im organismo. 

Genomas de plantas 

Al completar la secuencia del genoma de Arabidopsis thalmia en el año 
se extendió la secuenciadón genómica de los animales a los vegetales, y 
por tanto, un hecho muy importante en la biología vegetal. Arabidopsi * 
liana es una planta sencilla, fanerógama, ampliamente utilizada como 
délo en estudios de biología molecular y del desarrollo de plantas. Sus \ 
tajas como organismo modelo para la biología molecular y la gene 
incluyen su genoma relativamente pequeño de aproximadamente 125 *■ 
pares de bases, similar en tamaño a los genomas de C elegans y D rosop 
Al igual que el genoma de Drosophila, el genoma de Arabidopsis fue se 
ciado principalmente mediante el uso de vectores BAC para acom 
grandes insertos de ADN. 

Sorprendentemente, el análisis del genoma de Arabidopsis indicaba 
contenía aproximadamente 26,000 genes codificantes de pro teína — si^ 
cativamente más genes que los encontrados en C elegans o en Drosophil 
Sin embargo, este número inesperadamente elevado de genes se debe, 
menos en parte, a duplicaciones de grandes segmentos del genoma de A 
iñdopsis. Por el contrarío, parece que el elevado número de genes de Ar, 
dopsis es el resultado de duplicaciones de grandes segmentos de] geno 
de Arabidopsis. Estas duplicaciones implican aproximadamente a un ¡ 
del genoma, de modo que el número de genes codificantes de proteína d 
rentes en Arabidopsis se estima en torno a unos 16.000* 

La densidad géniea de Arabidopsis también es similar a la de C. eleg 
con secuencias codificantes de proteína responsables de aproxlmadam 
el 25% del genoma de Arabidopsis. Como media, los genes de Arabidopsis i 
nen aproximadamente 4 mirones, y la longitud total de tas secuencias intr - 
nicas es aproximadamente igual a la longitud total de las secuencias exón - 
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, Los elementos transponibles constituyen un 10% del genoma de Arabi- 
¡s. Al igual que en Droscphila, las repeticiones de elementos transpon!- 
se encuentran agrupadas en los cent romeros ¡unto con las secuencias 
apetitivas satélite. 

Un análisis comparativo de las funciones de los genes de Arabidopsis ha 
el ado tanto similitudes como diferencias interesantes entre ios genes de 
nales y plantas. Los genes de Arabidopsis implicados en procesos célula- 
fundamentales como la rep Ideación del AON, reparación, transcripción, 
toducción y tráfico de proteínas son similares a ios de las levaduras, C. ete- 
: y Drosophüii, reflejando el origen evolutivo común de todas las células 
óticas. Por el contrario, los genes de Arabidopsis que codifican proteí- 
implicadas en procesos como la señalización celular y el transporte de 
:ibrana son bastante diferentes de los de las células animales, lo que es 
alelo a las grandes diferencias en cuanto a fisiología y desarrollo entre 
iales y plantas. Aproximadamente una tercera parte de todos los genes 
Arabidopsis parecen ser exclusivos de las plantas, ya que no se encuen- 
do los genomas de levaduras y animales. El grupo funcional mayor de 
de Arabidopsis, correspondiente a un 22% del genoma, codifica proteí- 
implicadas en el metabolismo y la fotosíntesis (Fig. 5,28), Otro grupo 
de de genes (12% del genoma) codifican proteínas implicadas en las 
sas de la planta. También resulta notable el hecho deque Arabidopsis 
tica más de 3.000 proteínas que regulan la transcripción (correspon- 
do a un 17% del genoma). Este número de proteínas reguladoras geni- 
factores de transcripción) es dos o tres veces superior al encontrado en 
aphila y C, siegan s, respectivamente. Muchos de los factores de tra ras- 
ión de Arabidopsis son exclusivos para plantas, reflejando presumible- 
ite las características distintas de la expresión génica en el desarrollo de 
plantas y en la respuesta de las plantas a su entorno. 

La secuencia de Arabidopsis fue seguida, en el año 2002, por la publica- 
de dos secuencias borrador del genoma del arroz y en 2005 se presentó 
secuencia completa de gran calidad. El genoma del arroz se compone 
alrededor de 390 x 10 h pares de bases de ADN: unas tres veces mayor que 
£enoma de Arabidopsis. Al menos el 35% del genoma del arroz se compo- 


itetábolismo y 
tatos í n 


Transcripción Crecimiento celular, división celular 
y síntesis de ADN 


Rescate celular, defensa, 
muerte celular, envejecimiento 



Comunicación celular/ 
transducción de la señal 


Tráfico de proteínas 

"Transporte intracelular 

Biogénesis celular 
Transporte 
Energía 

Síntesis proteicas 
Homeostasís iónica 


Figura 5.28 Funciones de los genes 
predichos de Arabidopsis tbafiana. 

El diagrama ilustra la proporción de 
Arabidopsis en diferentes categorías 
funcionales. (De The Arabidopsis 
Genome lrútiatíve, 2000. Nature 
408:796.) 
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ne de elementos transponibles que son responsables, en parte, de su \ 
tamaño. Por otra parte, el arroz contiene un número muy alto de gen 
codifican proteínas, estimado en unos 41.000. El tercer genoma vegt 
emendado, el del álamo negro, también cuenta con un número eleva 
genes que podría superar los 45-000. 

Por consiguiente, no resulta sorprendente que el número de gene^ 
plantas sea mucho mayor que el de los animales. A! igual que Arar 
los genomas del arroz y álamo negro contienen muchos genes dupli 
que han surgido como resultado de la duplicación de grandes seg 
gen ó micos y dan lugar a estos altos números de genes. Por otra pans 
gran número de genes de las plantas podría reflejar otras característ 
su biología que podrían identificarse mediante análisis funcionales más : 
tallados. 

Genoma humano 

Para muchos científicos, el objetivo final del análisis genómico era la 
m inación de la secuencia completa de núcleo ti dos del genoma hi 
aproximadamente 3 x ItP pares de bases de ADN. Para comprender 1 
nítud de este objetivo, recuerde que el genoma humano es más de diez 
ces mayor que el de Dwsophila; que el cromosoma humano más peqik 
varias veces superior al genoma completo de levaduras; y que la Ion 
extendida del ADN que compone el genoma humano es de aproxii 
mente 1 m de largo. Partiendo de todas estas perspectivas, la detern 
de la secuencia del genoma humano fue un trabajo fenómeno, y su pub 
ción en forma de borrador en el año 2001 se ha considerado como un 1 
científico de magnitud histórica. 

El genoma humano se distribuye a lo largo de 24 cromosomas (22 - 1 _ 
somas y dos cromosomas sexuales), donde cada uno contiene entre ■ 

280 Mb de ADN (Fig. 5.29), Antes de la determinación de la secuencs. 
genoma, varios miles de genes humanos habían sido identificados y 
ados en posiciones de los cromosomas humanos. Un método empleado : 
frecuencia para localizar genes es la hibridación in situ de sondas mar 
con colorantes fluorescentes a los cromosomas ■ — un método general; 
denominado hibridación de fluorescencia in situ, o FiSH (fluorescen- 
situ hybridizatmt) (Fig, 5.30) — .La hibridación in situ a los cromosomas i 
metalase permite el mapeo de un gen donado a un locos definido med 
te una banda cromosómica. Ya que cada banda de los cromosomas me 
sícos humanos contiene miles de kilobases de ADN, la hibridación in sih í 
cromosomas metafásicos humanos no proporciona la información de 
peo detallada obtenida con los cromosomas poli tónicos de Drosophila. 
permite la localización de los genes a bandas de cromosomas en ínter 
que contienen sólo de 10 a 20 kb de ADN. Sin embargo, puede obten 
una mayor resolución mediante la hibridación a cromosomas humanos i 
extendidos de células en pióme taf ase o en interfase, permitiendo el uso 
ia hibridación in situ para m apear genes clonados a regiones de unas 100 \ 
Además del FISK, el análisis de ligamiento genético y el mapeo físico de ? 
cuendas genómicas clonadas y ADNc fueron utilizados para determinar 
mapas físicos y genéticos del genoma humano, que proporcionaron i 
base para la secu en dación genómíca. 

Las secuencias borrador del genoma humano publicadas en el año 2 * 
fueron producidas por dos grupos independientes de investigación 
uno de tos cuales adoptó un abordaje diferente. £1 International Human < 
nome Sequencing Consortium empicó clones de BAC que habían sido i 
peados a sitios sobre los cromosomas humanos como sustratos para la sed 1 
cuenciación. El otro, dirigido por Craig Ventor de Celera Genomics, empiel 
un método de escopeta en el que se donaron y secuenciaron pequeños frag- 
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Figura 5.29 Cromosomas humanos. Esquema de los cromosomas de 
mete fase humanos mostrando el patrón de bandas obtenido después 
de la tinción dtogenética. 
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Secuendadón inicial y análisis del genoma humano 

International Human Cenóme Sequendng Consortíum 
Na tute. Volumen 409, 2001, págs. 860-921 

La secuencia del genoma humano 

J. Craíg Vente r y otros 273 

Science, Volumen 291, 2001, págs. 1304-1351 


Contexto 

La idea de secuendar por completo el 
genoma humano fue concebida por 
primera vez a mediadas de los años 
8Ü. Inicial mente se acogió con un 
amplio escepticismo entre los 
biólogos, la mayoría de los cuales 
pensaban que no era un proyecto 
factible. En ese momento, ei genoma 
más grande que se había sec uencíado 
por completo era el del virus de 
Epstein-Barr, que alcanzaba un tota! 
de aproximadamente 180,000 pares de 
bases de ADN, Desde esta 
perspectiva, la secuenciación del 
genoma, que era unas 2Ü.ÜÜQ veces 
más grande, parecía inconcebible para 
muchos. Sin embargo, la idea de un 
proyecto tan grande en biología captó 
la imaginación de otros, incluyendo a 
Charles DeLisi, quien estaba en ese 
momento al mando de la Oficina de 
Salud e Investigación Medioambiental 
en ei Departamento de Energía 
estadounidense. En 1986, DeLisi 
consiguió lanzar la iniciativa del 
Genoma Humano como un proyecto 
del Departamento de Energía. 

El proyecto obtuvo mayor difusión 
en 1988, cuando fue apoyado por un 
comité del Consejo Nacional de 
Investigación. Este comité 
recomendaba un mayor esfuerzo, 
incluyendo la secuenciación de 
geno mas de varios organismos 
modelo y el desarrollo paralelo de 
mapas genéticos y físicos de los 
cromosomas humanos. Este esfuerzo 
se centró en los Institutos Nacionales 
de Salud, inidalmente bajo la 
dirección de james Watson 
(codescubrídor de la estructura de! 
ADN), y después bajo el liderazgo de 
Francés Colüns, 


El primer genoma completo que se 
secuendó fue el de la bacteria 
Hmtnophilus influenzas, reportado por 
Craig Venter y sus colaboradores en 
1995. Venter había formado parte del 
proyecto de secuenciación genómka 
en los Institutos Nacionales de Salud, 
pero había pasado a dirigir una 
compañía sin ánimo de lucro, el 
Instituto para ía Investigación 
Genómica, en 1991. Durante este 
tiempo, se había conseguido un 
progreso considerable en el mapeo 
del genoma humano, y la secuencia 
inicial de H. influente fue seguida de 
las secuencias de otras bacterias, 
levadura y C ekgam en 1998, 

En 1998, Venter formó una nueva 
compañía. Celera Genomics, y anunció 


ADN genómico 


Biblioteca BAC 

Grandes clones 
contiguos _ 
ñapeados y 
organizados 

Clones de 
escopeta 


sus planes de emplear tecnologías 
avanzadas de secuenciación para 
obtener la secuencia completa del 
genoma humano en 3 años. Cotlins 
otros líderes del Proyecto Genoma 
financiados con fondos públicos 
respondieron acelerando sus 
esfuerzos, resultando en una carrera 
que finalmente dio lugar a la 
publicación de dos secuencias 
borrador del genoma humano en 
febrero de 2001. 

Experimentos 

Los dos grupos de científicos 
emplearon métodos diferentes para 
obtener la secuencia del genoma 
humano. El equipo financiado con 
fondos públicos, el International 
Human Gen orne Sequencing 
Consortíum, encabezado por Erk 
Lander, secuenció fragmentos de 
ADN derivados de clones BAC que 
habían sido previamente apeados a 
cromosomas humanos, de forma 
similar al método empleado para 
determinar la secuenda de los 
genoma s de levadura y C. etegans 
(véase figura). Por el contrario, el 
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...y clones BAC indivi- 
duales son selecciona- 
dos y secu en ciados 
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de la escopeta aleatoria 
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Las secuencias de los 
dones son ensambladas 
para reconstruir la 
secuencia del genoma 


Estrategia para la secuenciación genómica mediante clones de BAC que habían sido 
organizados en grupos solapantes (contiguos) y mapeados a cromosomas humanos. 
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equipo de Celera Genomics empleó 
i método de secuenciación de 
escopeta con el genoma completo, 
que Venter y sus colaboradores 
rabian empleado previamente para 
secuenciar el genoma de R influenzas. 
En este método, los fragmentos de 
ADN se secuencían aleatoriamente, y 
? emplearon repeticiones entre 
fragmentos para recomponer una 
secuencia del genoma completo. 
Ambas secuencias cubren sólo la 
pordon de eu cromados del genoma 
humano — aproximadamente 2,900 
MbdeADN— con la porción rica en 
repeticiones de la heterocromatina del 
it Roma (aproximadamente 300 Mb) 
permaneciendo sin secuencias 
Ambas de estas versiones 
-ida! mente publicadas eran 
borradores, en lugar de secuencias 
completas. Esfuerzos posteriores 
completaron la secuencia, dando lugar 
a la publicación de una secuenda 
iHamente precisa de la secuencia del 
genoma humano en el año 2004. 

Impacto 

Inmediatamente surgieron muchas 
conclusiones importantes a partir de 


las secuencias del genoma humano. 
En primer lugar, el número de genes 
humanos era sorprendentemente 
pequeño y parece estar 
comprendido entre 20.000 y 25.000 
genes en la secuenda completada. 
Resulta interesante que el 
procesamiento alternativo parece 
ser frecuente en el genoma humano, 
de modo que muchos genes pueden 
codificar más de una proteína. Los 
intrones constituyen en torno al 20% 
del genoma humano, y las 
secuencias repetitivas un 60%. Es 
notable que más del 40%. del ADN3 
humano está compuesto por 
secuencias derivadas de la 
transcripción inversa, lo que resalta la 
importancia de este modo de 
transferencia de información en la 
formación de nuestro genoma. 

Más allá de estas conclusiones 
inmediatas, la secuencia del genoma 
humano, ¡unto con las secuencias 
genómicas de otros organismos, 
proporcionará una nueva base para la 
biología y medicina en los años 
venideros. El impacto de la secuencia 
genómica se sentirá en el 
descubrimiento de nuevos genes y 



sus fundones, la comprensión de la 
regulación génica, descubrir la base 
de enfermedades humanas y 
desarrollar nuevas estrategias para la 
prevención y tratamiento basados en 
el fondo genético de los individuos. El 
conocimiento del genoma humano 
puede, en ultima instancia, contribuir 
a alcanzar lo que Venter y sus 
colaboradores denominan *EI 
verdadero reto de la biología 
humana... explicar cómo nuestras 
mentes han Llegado a organizar 
suficientemente sus pensamientos 
para investigar nuestra propia 
existencia». 


ñtos, y las partes repetidas entre segmentos fueron empleadas para orga- 
“ la secuencia del genoma. Ambas secuencias eran inicialmente borra- 
» incompletos, en los que aproximadamente el 90% de la porción de eu- 
natina del genoma se había secu en ciado y organizado. Los esfuerzos 
e rieres han cerrado los huecos y mejorado la precisión de las secuencias 


Figura 5.30 Hibridación fluorescente 

m Sftu. Una sonda fluorescente del gen 
que codifica el receptor de la lámina B 
se híbrida con cromosomas humanos 
de metafase teñidos (azul). Las señales 
de hibridación de los genes simples 
son detectadas como fluorescencia roja. 
(Cortesía de K. L Wydner y J. B, 
Lawrence, Umversíty of Massachusetts 
Medical Center.) 
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Figura 5.31 Secuencia del cromosoma 
1 humano. Se muestran las posiciones 
de los genes identificados en la secuencia 
borrador del cromosoma 1 humano, 

(De International Human Genome 
Sequencing Consortium, 2001. Nalure 
409: 860,) 
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■ Durante muchos años, los 
científicos generalmente aceptaban 
una estimación de 
aproximadamente 100.000 genes 
en el genoma humano. Iras La 
publicación de la secuencia 
genómka borrador en el 2001 , el 
número se redujo drásticamente a 
entre 30.000 y 40.000. Las 
estimaciones actuales, basadas en 
la secuencia de alta calidad 
publicada en el año 2004 y 
empleando herramientas 
informáticas mejoradas para 
identificar genes, reduce el número 
de genes humanos incluso más, 
hasta aproximadamente 20,000 
a 25.000. 


borrador, dando lugar a la publicación de una secuencia del genoma h 
no de alta calidad en el año 2004. 

La porción de eucromatina genómica secuencia da incluye aproxima 
mente 2,9 x 10* kb de ADN (Fig. 5.31). El tamaño total del genoma es de a 
ximadamente 3,2 x 10* kb, donde el 10% restante del genoma (0,3 x 10* kb 
rresportde a secuencias altamente repetidas de la he teroc roma ti na. Come 
ha descrito antes en este capítulo, las secuencias repetitivas dispersas, la 
yoría de las cuales son elementos transponibles que se han desplazado p\ t 
genoma mediante la transcripción inversa de intermediarios de ARN, for 
aproximadamente el 45% de la secuencia de eucromatina humana. Otn 
del genoma consiste en segmentos duplicados de ADN, de modo que er 
no al 60% del genoma humano consiste en secuencias repetitivas de ADN 

Una gran sorpresa obtenida de las secuencias genómicas fue el nú 
inesperadamente bajo de genes humanos. El genoma humano consiste 
tan solo 20.000 a 25.000 genes, que no es mucho más grande que el nú n 
de genes en animales más sencillos como C degtms o Drosophila y por d 
jo del numero de genes en las plantas. For otro lado, parece existir una j_ 
cantidad de procesamiento alternativo en los genes humanos, permití t 
a un solo gen especificar más de una proteína (véase Fig. 5,5). A pesar 
que el alcance del corte y empalme alternativo en humanos no está toda 
claro, puede expandir sustancialmente el número de proteínas que p 
codificar el genoma humano. 

Los genes humanos se extienden sobre distancias mucho mayores v 
tienen más secuencias in trónicas que los genes de Drosophila y C. ekgms 
secuencia codificadora de proteína media en los genes humanos es de a 
ximadamente 1.400 pares de bases, semejante a los de Drosophila o C 
genis. Sin embargo, el gen humano medio abarca unas 30 kb de ADN, d 
más del 90% corresponde a mirones. Así, aproximadamente el 20% úq 
noma consiste en in t renes, y sólo el 1,2% del genoma humano corresp 
a secuencias codificadoras de proteínas. 

Más del 40% de las proteínas humanas predichas están relacionadas 
proteínas de otros organismos secuenciados, incluyendo a Drosophila \ 
elegans. Muchas de estas proteínas conservadas funcionan en procesos 
lares básicos, como el metabolismo, replicadón y reparación del A 
transcripción, traducción y tráfico proteico. La mayoría de las proteínas 
son exclusivas del hombre se componen de dominios proteicos que tam’ 
se encuentran en otros organismos, pero estos dominios se organizar 
nuevas combinaciones para dar lugar a proteínas diferentes en hum^ 
Comparado con Drosophila y C. elegans, el genoma humano contiene n 
ros expandidos de genes implicados en funciones relacionadas con la 
yor complejidad de los vertebrados, como la respuesta inmune, el sist 
nervioso y la coagulación sanguínea, además de una elevación del nú 
de genes implicados en el desarrollo, señalización celular y regulación 
transcripción. 
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¡sornas de otros vertebrados 

tenis del genoma humano, un gran y creciente número de genomas de 
Etebrados ya se han secuencia do en los últimos años, incluyendo gemv 
j.- de roedores, perros y primates (Fig. 5.32). Estas secuencias proporcio- 
na comparaciones interesantes con eJ genoma humano y resultan de utili- 
■d para identificar diferentes tipos de secuencias funcionales, como 
ir" en tos reguladores que controlan la expresión génica. 

El genoma del pez globo Fugu rubripe s fue elegido para su secuenciación 
fcrciue es sorprendentemente compacto para ser un genoma vertebrado. 
Insiste en sólo 3,7 x 10* pares de bases, el genoma del pez globo es de 
im adámente una octava parte del tamaño del genoma humano. Aun- 
m 1 os genomas del pez globo y el humano contienen un número similar 
* íenes, el pez globo posee muchas menos secuencias repetidas e intrones 
pequeños. En concreto, las secuencias repetidas constituyen sólo el 
del genoma del pez globo (correspondiendo a aproximadamente 50 
es de pares de bases de ADN) en comparación con aproxi madamen- 
60% del genoma humano (aproximadamente 2 billones de pares de ba- 
Como consecuencia de esta cantidad reducida de secuencias repetidas, 
cenes se encuentran empaquetados más próximos en el pez globo, de 


■ El per globo contiene una 
neurotoxina muy potente, 
denominada tetrodoxina, en 
algunos de sus tejidos. En Japón, el 
pez globo está considerado como 
una exquisitez y es preparado por 
cocineros especialmente 
preparados en restaurantes con 
licencias específicas. 



U 


Figura 5.32 Evolución de los 
vertebrados secu en ciados. Los 

momentos estimados (hace millones 
de años) cuando las especies 
divergieron están indicados como 
puntos de ramificación en el diagrama. 
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modo que la secuencia codificante de proteínas corresponde a aproximad > 
mente una tercera parte del gen medio o aproximadamente el 1Ü% del ge 
nema del pez globo (en comparación con eJ 1,2% del genoma bu mano). E 
pez globo, por tanto, proporciona un modelo compacto de un genoma ver- 
tebrado en el que los genes y secuencias reguladoras críticas están muy con- 
centrados, facilitando los esfuerzos para centrar los estudios sobre estos ele- 
mentos genómitos funcionales. 

El pollo es un intermedio entre el pez globo y los mamíferos, tanto en di- 
vergencia evolutiva como en tamaño de su genoma. Consiste en aproxima- 
damente 10 9 pares de bases, el genoma del pollo es aproximadamente un* 
tercera parte del tamaño del genoma humano. Sin embargo, se estima que 
contiene de 20.000 a 23.000 genes, un contenido similar al del genoma hu- 
mano, El menor tamaño del genoma del polio es principalmente el resulta ' 
do de una reducción sustancial en la cantidad de secuencias repetida- 
pseudogenes en comparación con los genoma s de mamíferos. 

Los genomas de mamíferos que han sido secuenciados, además del gt- 
ñama humano, incluyen los genomas del ornitorrinco, la comadreja i 
rata, el perro, el mono rhesus y el chimpancé. Estos genomas son similar 
en tamaño al genoma humano y contienen cantidades similares de genes. 
Sin embargo, cada uno ofrece ventajas concretas para la mayor compre- 
sión de la regulación y función géníca, Como se ha descrito en capítulo 
anteriores, el ratón es el sistema modelo clave para los estudios experimen- 
tales de genética de mamíferos y su desarrollo, de modo que la disponible 
dad de la secuencia del genoma de ratón proporciona una base de da: - 
esencial para la investigación en estos campos. De forma similar, la rata e 
un modelo importante para los estudios de fisiología humana y medicina 
estos estudios se verán facilitados por la disponibilidad de la secuencia da 
genoma de rata. Los ratones, ratas y humanos poseen un 90% de sus gere 
en común, proporcionando una base genética clara para el uso del ratór 
de la rata como modelos de desarrollo y patología humana. 

Las diversas razas de perros de compañía hacen que la secuencia del ge- 
noma del perro sea especialmente importante para comprender la ha 
genética de la morfología, comportamiento y una diversidad de enfermeda- 
des complejas que afectan tanto a perros como a humanos. Existen aprov 
m adámente 300 razas de perros, que difieren en sus características física.- i 
de comportamiento además de en su susceptibilidad a una variedad de * 
fermedades, incluyendo diversos tipos de cáncer, ceguera, sordera y trast 
nos metabólicos. Estas características se consideran unas propiedades m_ 
específicas de las diferentes razas, lo que facilita enormemente la identifica 
don de los genes implicados. Por ejemplo, en algunos análisis recientes i 
los genomas caninos se han identificado genes responsables del color blar 
del pelaje y el tamaño corporal de las razas de pequeño tamaño. Se están ] 
tizando otros análisis semejantes para definir el sustrato genético de un ¡ 
número de trastornos, como varios tipos de cáncer, de pre valencia elev .1 
en algunas razas caninas. Muchas de estas entidades afectan tanto al ] 
como al ser humano, por lo que cabe esperar que los resultados de estos tra- 
bajos sean beneficiosos tanto en la medicina humana como en la veterinaria! 
A lo largo de los años venideros se realizarán, también, análisis genéticos : 
la conducta de los perros. Algunas conductas caninas, como la ansiedad j 
vocada por la separación, también se observan en el ser humano, por lo i 
los psicólogos podrían aprender muchísimo de estos animales que han ; 
nuestros compañeros inseparables desde hace miles de años. 

La secuencia del genoma del chimpancé, nuestro pariente evolutivo i 
cercano, se espera que ayude a discernir las características únicas de nue? 
tro genoma que distinguen a los humanos de otros primates. Sin embarc. 
la comparación de las secuencias genómicas de chimpancés y humanos r* 






Organización y secuenciación 
de los genomas celulares 



-irere una respuesta fácil a la cuestión de qué es lo que nos hace humanos, 
^ secuencias nudeotídicas de los genomas de chimpancé y humano son 
chencamente idénticas en un 99%. La diferencia entre las secuencias de es- 
tr especies estrechamente relacionadas (aproximadamente 1 nucieótido de 
¿:í 100) es unas 10 veces mayor que la diferencia ente los genomas de se- 
m humanos individuales (aproximadamente 1 nucieótido en cada 1.000). 
(oizá, sorprendentemente, las diferencias entre las secuencias de humanos 
cnimpancés no estén restringidas a las secuencias no codificantes. Por el 
BUx ario, frecuentemente alteran las secuencias codificantes de los genes, 
ando lugar a cambios en las secuencias de aminoácidos de la mayoría de 
m proteínas codificadas por chimpancés y humanos, A pesar de que mu- 
de estos cambios aminoacídicos no afecten a la función proteica, pare- 
= que hay modificaciones en la estructura además de en la expresión de 
de genes entre chimpancés y humanos, de modo que la identificación 
t dichas diferencias que es la clave al origen del ser humano no será una 


Li secuencia del genoma humano, junto con las secuencias de otros geno- 
rís proporciona una riqueza de información que forma un nuevo marco 
ios estudios de biología celular y molecular y abre nuevas posibil ida- 
en la práctica médica. Adicionalmente, los proyectos de secuenciación 
crómica han hecho surgir nuevas cuestiones y cambiado sustancialmente 
modo en que nos enfrentamos a muchos problemas en biología. Tradícío- 
fcdmente, los biólogos moleculares han estudiado uno o pocos genes o pro- 
■tinas de una vez. Esto ha Cambiado como consecuencia de los proyectos de 
| lieaiendación genómica, que han introducido nuevas técnicas experimenta- 
■5 de gran escala en los que se generaban grandes cantidades de datos. El 
pranejo de estas enormes cantidades de datos generados por la secuencia- 
c n de genomas completos requería de un análisis informatizado sofistica- 
do v dio lugar al nuevo campo de la bioinformática, que yace en el interfaz 
tmtre la biología y la informática y que se centra en el desarrollo de nuevos 
«todos informáticos necesarios para analizar y extraer la información bío 
Sfegica útil de las secuencias de billones de bases de ADN, El desarrollo de 
s métodos informáticos también ha dado lugar a más experimentación 
hológica a gran escala, incluyendo el análisis simultáneo de la expresión 
ét miles de ARWm o proteínas y el desarrollo de métodos de alto rendi- 
miento para la determinación de función génica empleando la interferencia 
Ée ARN, Estas técnicas experimentales a gran escala forman la base de un 
t_evü campo de biología de sistemas, que busca una comprensión cuanti- 
| pova del comportamiento dinámico integrado de sistemas y procesos bio- 
lógicos complejos. La biología de sistemas combina, por tanto, la experi- 
¡ ilutación biológica a gran escala con el análisis cuantitativo y el desarrollo 
modelos en los que se pueden analizar procesos biológicos complejos. El 
jRiálisis global de las proteínas celulares (proteómica), descrito en el Capítu- 
lo es un ejemplo de estas técnicas experimental /informática a gran esca- 
la Algunos de los campos adicionales de investigación que son susceptibles 
* La experimentación a gran escala, bio informática y biología de sistemas, se 
¡ iiescríben a continuación. 

Análisis sistemático de ia función génica 

Lá identificación de todos los genes de un organismo abre la posibilidad de 
nn análisis sistemático a gran escala de la función génica. Una técnica con- 
iste en inactivar sistemáticamente (knockout) cada uno de los genes del 
zenoma mediante recombinación homologa con un alelo muíante inactivo 


sencilla. 


informática y biología de sistemas 
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(véase Fig. 4.39). Como se indicó en el Capítulo 4, esto se ha realizado en 
vaduras para producir una colección de cepas de levadura con mutaci 
en todos los genes conocidos, qué pueden analizarse a continuación para 
terminar qué genes están implicados en cualquier característica biológica 
interés. Se está llevando a cabo un proyecto internacional a gran escala dt 
activación sistemática de todos los genes del ratón. Alternativamente 
análisis a gran escala basados en la interferencia de ARN ( ARNi) se emp 1 
para diseccionar sistemáticamente la función génica en una variedad de 
ganismos, incluyendo Drosophüa, C. elegans y células de mamífero en col 
En los análisis de ARNI, se emplean ARN de doble hebra para inducir 
degradación de ARNm homólogos en células (véase Fig. 4.42). Con la 
pon i bilí dad de las secuencias gen árnicas completas, pueden diseñarse 
blíotecas de ARN de doble hebra y emplearse en análisis que abarcan 
el genoma para identificar todos los genes implicados en cualquier pr 
biológico que puede estudiarse en un estudio de alto rendimiento, 
ejemplo, el análisis de ARNi de todo el genoma puede utilizarse para i 
tíficar los genes necesarios para el crecimiento y viabilidad de células 
Drosophüa o de mamífero en cultivo (Fíg. 5.33). ARN de doble hebra índ 
duales de la biblioteca de genoma completo se ensayan en micropoeillos 
un formato de alto rendimiento para identificar a aquellos que interfi 
con el crecimiento de células cultivadas, caracterizando así todo el conj 
de genes que son necesarios para el crecimiento o la supervivencia celul 
en ciertas condiciones. Análisis de ARNi similares se han empleado 
identificar genes implicados en una diversidad de procesos biológicos, 
cluyendo vías de señalización celular, degradación proteica y trans 
en las smapsis del sistema nervioso. 

Regulación de la expresión génica 

Las secuencias genómicas pueden, en principio, desvelar no solo las 
cuendas codificadoras de proteína de los genes, sino también los eleme 
reguladores que controlan la expresión génica. Como se analizará en 
bulos siguientes, la regulación de la expresión génica es crítica para mu 



I Incubación para permitir 
I el crecimiento celular 


- Pocilio en el que si ARNi 
inhibió el crecimiento 
celular o viabilidad 

r"- Crecimiento celular 


Figura 5.33 Análisis de genoma completo mediante ARNi del crecimiento 

celular y la viabilidad. Cada micropocillo contiene ARJNIi que corresponde a un 
gen individual del genoma. El cultivo tisular de células es añadido a cada pocilio t 
incubado para permitir el crecimiento celular. Los pocilios en los que no puedan 
crecer las células identifican a los genes necesarios para el crecimiento celular o 
viabilidad. 
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aspectos de la función celular, incluyendo el desarrollo de complejos orga- 
nismos multicelulares. La comprensión de ios mecanismos que controlan la 
i opresión génica como la transcripción y el procesamiento alternativo es, 
ror tanto, un objetivo central en la biología celular y molecular actual, y se 
espera que la disponibilidad de secuencias genómícas contribuirán sustan- 
: ; a I mente a su consecución. Desafortunadamente, es mucho más difícil 
dentificar las secuencias reguladoras de lo que es identificar las secuencias 
_ edificadoras de proteína. La mayoría de los elementos reguladores son se- 
mencias cortas de ADN, abarcando generalmente tan solo unos 10 pares de 
rases. Como consecuencia, las secuencias que se parecen a secuencias regu- 
adoras ocurren frecuentemente por azar en el ADN genómico, de modo 
que elementos fisiológicamente significativos no pueden identificarse sim- 
ple mente a partir del ADN. La identificación de elementos reguladores fun- 
gona les y la dilucidación de redes de señalización que controlan la expre- 
sen génica representan, por tanto, grandes retos para la bio informa tica y la 
biología de sistemas. 

La disponibilidad de secuencias genómícas ha permitido a los científicos 
llevar a cabo estudios globales de expresión génica en los que los niveles de 
expresión de todos los genes en una célula pueden estudiarse simultánea- 
mente. Estos experimentos emplean los mkroarmys de ADN en los que cada 
cen está representado por un oligonucleótido correspondiente a un peque- 
ño punto del portaobjetos (véase Fig. 4.27), La hibridación de copias de 
ARNm en forma de ADNc marcado con un fluoróforo a este tipo de microa- 
j 7¡/ permite la determinación simultánea de los niveles de ARNm de todos 
os genes celulares. Esta técnica ha resultado especialmente valiosa para re- 
velar los cambios globales en la regulación génica asociados con comporta- 
mientos celulares concretos, como puede ser la diferenciación celular o la 
respuesta de células a una determinada hormona o factor de crecimiento. 
Puesto que los genes que están regulados de forma coordinada dentro de 
una célula, pueden estar controlados por mecanismos similares, el análisis 
.te los cambios en la expresión en múltiples genes puede ayudar a determi- 
nar los elementos reguladores comunes. 

Una variedad de enfoques informáticos también se están empleando 
oara la caracterización funcional de los elementos reguladores. Uno de los 
enfoques es el análisis comparativo de secuencias genómícas de organismos 
relacionados. Esto se basa en asumir que las secuencias funcionalmente im- 
portantes están conservadas en la evolución, mientras que los segmentos no 
funcionales de ADN divergen con mayor rapidez. Los mamíferos conser- 
van alrededor del 5% de la secuencia gen omica; dado que una proporción 
cercana al 1,2% del genoma corresponde a secuencias que codifican proteí- 
nas, el 4% restante podría corresponder a secuencias reguladoras de impor- 
tancia funcional. Por ejemplo, el análisis informático encaminado a la iden- 
tificación de secuencias no codificantes conservadas en los genomas del 
ratón, la rata, el perro y la especie humana ha ayudado a definir las secuen- 
cias que controlan la transcripción génica (Fig. 5.34). Adicionalmente, los 
elementos reguladores funcionales a menudo se encuentran en grupos o 
chtsters, reflejando el hecho de que los genes generalmente se encuentran re- 
gulados por interacciones de múltiples factores de transcripción (véase 
Cap, 7). También han resultado útiles los algoritmos informáticos diseñados 
para detectar grupos de sitios de unión de factores de transcripción en el 
ADN genómico, para la identificación de secuencias que regulan la expre- 
sión génica. 

Como se comenta con mayor detalle en el Capítulo 7, se han puesto en 
marcha proyectos experimentales a gran escala de análisis genómico com- 
pleto de los sitios de unión de proteínas reguladoras. La combinación de es- 
[ tos abordajes globales con el análisis informático ha permitido, al menos, 
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Humano ¡ÜTgGCT- - - -ÁÁGf AGCCTAGACGCICCCGTGCG-COCGGGGCGC jG-TASI 

Ratón fcGccGc- - - -ctgcattattgac-- - - — 1 

Rata ÍCTGCTC'- ATGCÁf AATTCAC- — — — — ! 

Perro í ctgcttt c a a qactggggc^c^gtcccCiCócgccccaaggcaggcccg 

Err-ot 

Humano ígcCtggccg aamtctctcccgcqcgcctgagcttg ggtt gccccagccÁI 

Ratón r - — — - - AAGCGTGTIBGCGdGC-CGTGACCTtGGGCTIGQOCCÁflGGSI 

Rata \ -AAGTTTCT- - -CT^ C CTGACCfi^áTTGCCCCÁfiGffiGS 

Perro íggctg c~ — agatctgccctgwgqgá a tgacc rfaoGC g gccgcágoggI 


Humano 

Ratón 

Rata 

Perro 


\iaeCTGCGG5CCC0ftG ^ccccs 


GGCCTCCCTi 


(taG C C Q C GQGCC C AGG C C C C C C TC C C TCGCTCCGTGCCTC CCTCCCTl 


Figura 5.34 Conservación de los elementos reguladores de la fundón génica 

Secuencias próximas al sitio de inicio de la transcripción de un gen humano, de 
ratón, rata y perro, contienen un elemento regulador de la í unción que se une a ¿ 
proteína reguladora de la transcripción Err-tt, Estas secuencias (marcadas en 
amarillo) están conservadas en los cuatro genomas, mientras que las secuencias 
circundantes no lo están. (De X. Xie y cois., 2005, Nature 434: 338,) 


delimitar algunos elementos reguladores de la transcripción que con 
rían la expresión génica en levaduras. No obstante, la aplicación de . 
técnicas a genomas mucho más complejos, como el del ser humano y < 
mamíferos, continúa suponiendo un gran reto en los trabajos actuales de 
ves ligación. 

Variación entre individuos y medicina genómica 

Las comparaciones entre secuencias genómicas de especies relaciona 
sirve de ayuda para la comprensión de la base de las diferencias entre 
des, además de identificar genes y secuencias reguladoras que se han 
servado en la evoludón. Un tipo diferente de información puede obte 
de la comparación de secuencias genómicas de diferentes individuos 
variaciones entre genomas individuales son responsables de difere 
características físicas mentales, incluyendo ¡a susceptibilidad a muchas 
tologías. Una de las principales aplicaciones de la secuencia genómica 
mana será el ayudar a descubrir nuevos genes implicados en muchas 
logias que afectan a la humanidad, incluyendo el cáncer, las enfermed 
cardíacas y las patologías degenerativas del sistema nervioso como la 
medad de Parkinson y la de Alzheimer. Además, la comprensión de nu 
constitución genética como individuos se espera que dé lugar al de: 
de nuevas estrategias hechas a medida para la prevención y tratamiento 
diversas enfermedades. 

Recientemente se han definido las secuencias genómicas completas 
varias personas, como Craig Ventee y James Watson, y cabe esperar que 
secuendación genómica individual forme parte de la mediana dd fu 
El genoma de Watson se secuenció por medio de nuevas técnicas cara 
zadas por una rapidez mucho mayor y un coste notablemente más bajo 
Los métodos tradicionales de secuendación del ADN3, y se espera que 
adelantos tecnológicos continuos hagan posible, en última instancia, la 
terminación de ciertas secuencias genéticas a un precio asequible. 

Además de la secuendación genómica completa, los métodos de an 
genómico a gran escala han hecho posible la identificación de genes v 
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con la susceptibilidad a diversos trastornos comunes. Los genomas de 
r-rsonas no relacionadas difieren en alrededor de una de cada mil ba- 
rran parte de esta variación se manifiesta en forma de sustituciones de 
~ da base, conocidas como polimorfismos de nucleótido sencillo (SNP), 
i.' a recen en unos 10 millones de posiciones en el genoma. Se ha car to- 
do más de un millón de SNP frecuentes en el genoma humano. Su dis- 
ón en él es relativamente uniforme, por lo que pueden utilizarse 
marcadores separados por unas 5 kb a lo largo del genoma. En los 
is de asociaciones del genoma completo se han empleado SNP para 
car genes asociados con diferencias hereditarias en la susceptibili- 
i algunas enfermedades frecuentes, como la artritis reuma toide, !a fu- 
sión, la enfermedad intestinal inflamatoria, la manía depresiva, la en- 
ad arterial coronaria, la diabetes, el asma, el cáncer de mama y el 
de pTÓstata. En estos experimentos se hibridan los ADN de millones 
pacientes y sujetos sanos con rnicróúrrays que contienen ambos alelos de 
. 500.000 SNP comunes ÍFig> 535). Si existe una asociación entre un gen 
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■ Los esfuerzos actuales tienen 
como objetivo desarrollar 
tecnologías que puedan ser 
capaces de secuenríar el genoma 
de individuos a bajo coste. Este 
tipo de «proyectos genoma 
personales» de bajo coste podrían 
proporcionar mejores opciones de 
cuidados médicos, diseñados para 
las necesidades de pacientes 
individuales. 


Hibridación con miles de muestras de ADN 
de pacientes y sujetos sanos 


Sujetos sanos 



Pacientes 


Asociación 
con enfermedad 



a b a b 


SNP1 SNP5 


SNP1 SHP5 


figura 5.35 Análisis de asociaciones del genoma completo. Se analizan 
e Lies tras de ADN de varios miles de pacientes y sujetos sanos mediante 
Éferidadón con mkroarrays que contienen ambos a lelos (designados como a y b) de 
fasta 500,000 SNP comunes (designados como 5NP1, SNP2, etc.). En este ejemplo, 
s aleló a del SNP5 se vincula con susceptibilidad a la enfermedad (rojo). Las 
xaestras de ADN de los pacientes y los controles se hibridan a unas frecuencias 
miares con ambos a lelos de otros SNP (como SNP1 ,} y las muestras de ADN de 
- sujetos sanos se hibridan a unas frecuencias similares con ambos átelos del 
5NP5. Por el contrario, tas muestras de ADN de los pacientes se hibridan más a 
panudo con el alelo el del SNP5, lo que refleja su asociación con la enfermedad. 
Codificado de A. M Bowcok, 2007. Nature 447:645.) 
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PALABRAS CLAVE 


gen, secuencia espacial, exon, 
mtrón, empalme o spticing 
del ARN. kí fobase (kbj, 
procesamiento alternativo 


repetición de secuencia sencilla, 
ADN satélite, SINE r LINE, 
retrotrans posones, trans posón de 
ADN, elemento tipo retrovirus 


familia génica, pseudogén, 
pseudogén procesado 


que confiere susceptibilidad a una enfermedad y un SNP determinado v 
alejo de este SNP aparecerá más a menudo en el ADN de los pacientes que 
en el de los sujetos sanos. Se conoce la posición del SNP, de modo que estos 
resultados reflejan la existencia de una asociación de una región específica 
del genoma y, por consiguiente, de un gen, con un mayor riesgo de didie 
trastorno. Los resultados de estos análisis de asociaciones del genoma com- 
pleto no solamente permitirán establecer una asociación entre genes espc-z- 
ficos con la susceptibilidad a distintas entidades, sino que facilitarán a 
adaptación de abordajes de prevención y tratamiento de enfermedades per 
parte de los médicos con arreglo al trasfondo genético de sus pacientes. 
comparaciones entre los germinas de otros grupos de sujetos pueden tam- 
bién ayudar a conocer la contribución de nuestros genes a otras caracterís-s 
cas exclusivas, como la habilidad atlética o la inteligencia, así como a cor- 
prender mejor las interacciones genético- a rubí en tales que determir¿r 
comportamientos humanos complejos. 


RESUMEN 


COMPLEJIDAD DE LOS GENGMAS DE EUCARI0TA5 

Intrones y ex enes: La mayoría de los genes eueariotas presentan una es- 
tructura dividida en la que los segmentos de secuencias codificadoras o 
codificantes (exones) están interrumpidas por secuencias no codificado- 
ras (intrones)- En los eueariotas complejos, los intrones representan unas 
diez veces más ADN que los exones. 


Secuencias repetitivas de ADN: Aproximadamente el 50% del ADX c- 
los mamíferos consiste en secuencias de ADN altamente repetitivas 5 
gunas de las cuales están presentes en 1U y 10* copias por genoma. Es tai 
secuencias incluyen las repeticiones de secuencia sencilla y los elemen^ 
repetitivos que se han desplazado a través del genoma mediante inter- 
mediarios de ARN o ADN. 


Duplicación géttica y pseud ogene s: Muchos genes eucarióticos están ] 
sentes en múltiples copias, denominadas familias génicas, que han sur 
do por duplicación de genes ancestrales. Algunos miembros de las tan»» 
lias génicas funcionan en tejidos diferentes o durante distintas fases 
desarrollo. Otros miembros de las familias génicas (pseud ogenes) 
sido inactivados por mutaciones y ya no representan genes funcional» 
Las duplicaciones génicas pueden ocurrir tanto por duplicación dv 
segmento de ADN como por transcripción inversa de un ARNm, d 
lugar a un pseudogén procesado. Aproximadamente el 5% del gen 
humano consiste en segmentos de ADN duplicados. Adidonalmen 
hay más de 10.000 pseudogenes procesados en el genoma humano. 

Composición de los geuomas de los eueariotas superiores: Sólo una 
quena fracción del genoma en los eueariotas complejos corresponde a 
cuencias codificadoras de proteína. El genoma humano se estima 
contiene 20. 000-25. 000 genes, donde la secuencia codificadora de p 
na corresponde solamente al 1,2% del ADN. Aproximadamente el 
del genoma humano consiste en intrones, y más del 60% está comp 
por secuencias de ADN repetitivas y duplicadas. 
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RESUMEN 


IROMOSOMAS Y CROMATINA 

Cromatina: El ADN de las células eucariotas se encuentra envuelto por 
■atonas que forman nueleosomas, La cromatina se puede compactar aún 
mas mediante el plegam lento de los nuc le osomas en estructuras alta- 
mente ordenadas, incluyendo la condensación de los cromosomas en me- 
tsíase de las células entrando en mitosis. 

Ce ntromeros : Los centrómeros son regiones especializadas de los cromo- 
somas eucariotas que sirven como sitios en las que las croma tidas her- 
— anas se unen y los puntos de unión de las fibras del huso durante la mi- 
se ~is. La función centromérica depende de una variante histónica 
semejante a H3 que se mantiene por un mecanismo epigenético durante 
la división celular. 

IWówí’ras: Los tclómeros son secuencias especializadas necesarias para 
eí mantenimiento de los extremos de los cromosomas eucariotas. 


SECUENCIAS DE LOS GENOMAS COMPLETOS 

Genomas procariotas: Los genomas de cerca de 500 bacterias diferentes, 
. luyendo E. COli f ya han sido completamente secuenciadas. Él genoma 
de £. coi i contiene 4.288 genes, con secuencias codificadoras de proteínas 
que representan casi el 90% del ADN. 

Secuenciación de/ gercoma de levaduras : El primer genoma eucariota en 
ser secuenciado fue el de 5, cerevisine. Él genoma de las levaduras contie- 
ne unos 6,000 genes, y las secuencias codificadoras de proteínas repre- 
sentan aproximadamente el 70% del genoma. El genoma de la levadura 
de fisión S. pombé contiene menos genes (unos 5,000) y más intrones que 
S cerevisiae, donde la secuencia codificadora de proteínas corresponde a 
aproximadamente el 60% del genoma de 5. pombé. 

Genomas de Caenorhabditis elegans y Drosophila niela nogaster y otros 
invertebrados: El genoma de G elegans fue el primer genoma secuencia* 
do de un organismo multicelular. El genoma de C. elegans contiene unas 
19.000 secuencias codificadoras de pro teína, que corresponden solamen- 
íe al 25% del genoma. El genoma de Drosophila contiene aproximadamen- 
te 14,000 genes, con secuencias codificadoras de proteína correspondien- 
do al 13% del genoma. Se han secuenciado también los genomas de otros 
invertebrados, como otras especies de nema todos y Drosophila , algunos 
insectos, el erizo marino y la anémona del mar. El número de genes iden- 
tificado en estas especies indica que la cantidad de genes no presenta una 
relación directa con la complejidad biológica de un organismo, 

Genomas de plantas: El genoma de la pequeña planta de flor Arabidopsis 
rhaliana contiene unos 26.ÜÜ0 genes, lo que sorprende al ser una cifra más 
alta que las descritas en Drosophila o C elegans. Muchos de estos genes 
aparecen solamente en el reino vegetal, como los que intervienen en la fi- 
siología, el desarrollo y la defensa de las plantas. Se han secuenciado, 
además, los genomas del arroz y del álamo negro, que parecen incluir 
más de 40.000 genes. El gran número de genes que contienen estas espe- 
cies reflejaría, en parte, la duplicación de grandes regiones de sus ge- 
nomas. 


PALABRAS CLAVE 


cromatina, historia, nudeosoma, 
partícula central del nudeosoma, 
cromatosoma, eucromatina, 
heterocromafina 


centró mero, ci neto coro 
H3 centromérica (CenH3). CENP-A, 
herencia ep ¡genética 


telómero, telomerasa 


megabase (Mb), marco abierto de 
lectura o fase de lectura abierta 


cromosoma artificial de levaduras 
(YAC), cromosoma politénko, 
cromosoma artificial bacteriano 
(BAC) 
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PALABRAS CLAVE 


Hibridación fluorescente in situ 
(F1SH) 


bio informática, 
biología de sistemas 


análisis de asociaciones del 
genoma completo 


Preguntas 

1. Muchos organismos poseen tamaños 
de genoma que son mucho mayores de 
lo que su complejidad parece requerir. 
Explica esta paradoja. 

2. ¿Cómo se descubrieron ios íntrones 
durante los estudios de ARlSim de ade- 
novirus? 

3. ¿Cómo incrementan las secuencias in- 
trónicas del genoma humano la diversi- 
dad de proteínas expresadas a partir de 


RESUMEN 


El genoma humano: El genoma humano parece contener 20,000-25,00 
genes —sólo el doble del número de genes encontrados en animales mas 
sencillas como Drosophila o C eíegans — ■* Más del 40% de las proteínas hu- 
manas predichas están relacionadas con proteínas que se encuentran er 
otros organismos secuenciados, incluyendo a Drosophila y C. elegíais, Ad:- 
cionalmente, el genoma humano contiene números expandidos de gene? 
implicados en el sistema nervioso, e! sistema inmune, la coagulación san- 
guínea, el desarrollo, la señalización celular y la regulación de la expre- 
sión génica 


Los genomas de otros vertebrados: Los genomas de peces, pollos, rato- 
nes, ratas, perros y monos rhesus proporcionan comparaciones impor- 
tantes para el genoma humano. Todos estos vertebrados contienen i 
meros similares de genes pero en muchos casos difieren sustancia Im 
en su contenido de secuencias repetidas. 

BIOINFORMÁTICA Y BIOLOGÍA DE SISTEMAS 

Análisis sistemático de la función génica: Los proyectos de secuen 
ción genónúca han introducido técnicas de experimentación a gran e 
la e informáticos a la investigación en biología celular y molecular, 
análisis de genoma completo que emplean la interferencia de ARN 
den identificar sistemáticamente todos los genes de un organismo q 
están implicados en cualquier proceso biológico que puede ensayarse 
un formato de alto rendimiento. 

Regulación de la expresión génica. La identificación de secuencias r 
laderas genicas y la dilucidación de las redes de señalización que con 
lan la expresión génica son grandes retos para la bioinformática y ia : 
logia de sistemas- Los problemas se están enfocando mediante cstu 
en genomas completos de la expresión génica, combinada con el de: 
lio de técnicas informáticas para identificar los elementos regulad 
funcionales, 

la variación entre individuos y la medicina genómica : Las variad 
entre nuestros genomas son responsables de las características de las 
sonas individuales, incluyendo la susceptibilidad a diversas patolo 
Se están aplicando análisis de asociaciones del genoma completo 
identificar genes vinculados con la susceptibilidad a diversas enferm 
des frecuentes. La identificación de estos determinantes genéticos pe 
rá, en última instancia, plantear nuevas estrategias de prevención y tra 
miento de enfermedades adaptadas al trasfondo genético de cada suj 


limitado número de 2Q.CK_X)-25,ÜUÜ genes? estructura de los centromeros de 5 

4, ¿Cómo puede separarse el ADN repe- 
titivo de secuencia sencilla del resto del 
A DN nuclear? 


5. Los centromeros de levadura {S, cere- 
visiae) forman un cLnetocoro que se une 
a un solo microtúbulo, mientras que en 
la mayoría de células animales múlti- 
ples microtúbulos están unidos a rínetó- 
coros. ¿Cómo refleja esta diferencia la 


6. Cuando se introduce una se 
centroméríca en un plásmido 
se inserta en levaduras, sus genes 
producen y segregan con normal i 
cada división celular; pero cuan i: 
corta en un punto con una endon 
de restricción para crear un ero 
lineal, los genes piasmídieos se 
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nte por parte de las levaduras. 
■ ¿Qué experimento adicional 
aspara confirmar tu explicación 


es la distancia media entre ge- 
el genoma humano? 

\ imada me nte ¿cuántas molécu- 
rJstona 111 están unidas al ADN 
o de levaduras? 
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El proceso biológico fundamental de la reproducción requiere la transmisión 
fiel de la información genética de padres a hijos. Por tanto, resulta esencial 
la rep lie ación exacta del ADN genómico para la vida de todas las células y 
organismos, Cada vez que una célula se divide, su genoma completo debe 
duplicarse, necesitándose una compleja maquinaria para copiar las grandes 
moléculas de ADN que componen los cromosomas procariotas y eucario- 
tas. Además, las células han desarrollado mecanismos para corregir los fa- 
llos que algunas veces se cometen durante la replicadón del ADN y para re- 
parar los daños que puedan surgir por la acción de agentes ambientales, 
como Ja radiación. Las anormalidades de estos procesos dan como resulta- 
do una replicadón y un mantenimiento fallido del ADN genómico — un fa- 
llo que puede causar consecuencias desastrosas, como el desarrollo de un 
cáncer. 

A pesar de la importancia de la replicadón exacta y el mantenimiento del 
ADN, los gen ornas celulares no son estáticos. Para que las especies evolu- 
cionen, son necesarias mutaciones y reorganizaciones para mantener la va- 
riación genética entre los individuos. La recombinación entre cromosomas 
homólogos durante la meiosís desempeña un importante papel en este pro- 
ceso puesto que permite a los genes paren tales reorganizarse en nuevas 
combinaciones en la siguiente generación. Las reorganizaciones de las se- 
cuencias de ADN dentro del genoma se cree que también contribuyen a la 
evolución mediante la creación de nuevas combinaciones de información 
genética. Además, algunas reorganizaciones del ADN están programados 
para regular la expresión génica durante la diferenciación y el desarrollo de 
células indiv iduales y organismos. En humanos, un ejemplo destacado es la 
reorganización de los genes de anticuerpos durante el desarrollo del siste- 
ma inmun ológico. L'n cuidadoso equilibrio entre el mantenimiento y la va- 
riación de la información genética resulta por tanto critico tanto para el de- 
sarrollo de los organismos individuales como para la evolución de las 
especies. 


Replicadón del ADN 

Tal y como explicamos en el Capítulo 4, la replicadón de! ADN es un proce- 
so semiconservativo en el que cada hebra paren tal sirve como molde para la 
síntesis de una nueva hebra hija complementaria. La enzima principal im- 
plicada es la ADN polimerasa, que cataliza la unión de los desoxirribonu- 
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cleósidos 5 '-trifosfato (dNTP) para formar la cadena de ADN en < 
to, Sin embargo, la replicación del ADN es mucho más compleja que 
reacción enzimáliea. Están involucradas otras proteínas, y son nece 
mecanismos de lectura para asegurar que la exactitud de la replicador 
compatible con la baja frecuencia de errores que se permiten en la repr 
ción celular También son necesarias proteínas adicionales y secuencias i 
ADN para iniciar la replicación y para copiar los extremos de los eran 
mas euc ario tas. 

ADN polimerasas 

La ADN polimerasa se identificó por primera vez en Usados de E, coii 
Arthur Komberg en 1956, La capacidad de esta enzima para copiar e.v 
mente una hebra molde de ADN proporciona una base bioquímica par¿ i 
modelo de replicación del ADN que inicialmente propusieron Wat sor ~ 
Crick, por lo que su aislamiento representó un descubrimiento impo 
en la biología molecular. Irónicamente, sin embargo, esta primera ADN" 
limerasa identificada (ahora llamada ADN polimerasa I) no es la 
principal responsable de la replicación en E, coíi. En su lugar, ahora 
ro que tanto las células procariotas como eucariotas contienen 
ADN polimerasas con funciones distintas en la replicación y repara' 

ADN. En células procariotas, la ADN polimerasa III es la principal 
rasa responsable de la replicación del ADN. Las células eucariotas 
nen tres ADN polimerasas (a, 5 y e) que funcionan en la replicación 
ADN nuclear. Una ADN polimerasa diferente (y) se localiza en las mi 
drías y es responsable de la replicación del ADN mitocondrial 

Todas las ADN polimerasas conocidas comparten dos propiedades 
damentales que poseen implicaciones críticas para la replicación del , 

(Fig. 6.1), En primer lugar, todas las polimerasas sintetizan ADN sólo 
dirección 5' a 3', añadiendo un dNTP al grupo 3 f hidroxilo de una g 
creciente. En segundo lugar, las ADN polimerasas pueden añadir un n 
decxirribonucleótido sólo a una hebra cebadora ya existente que se en 
ira unida mediante puentes de hidrógeno a una hebra molde; no son 
ces de iniciar la síntesis de ADN de novo medíante la catálisis de la po' 
rización de dNTP libres. En este sentido, las ADN polimerasas difierer 
las ARN polimerasas, que pueden iniciar La síntesis de una nueva hebra 
ARN en ausencia de un cebador. Como se analizará más adelante en este 
pítulo, estas propiedades de las ADN polimerasas parecen ser críticas 
el mantenimiento de la alta fidelidad de la replicación del ADN que es 
sana para la reproducción celular. 

Horquilla de replicación 

Las moléculas de ADN en proceso de replicación se analizaron por prii 
vez por John Cairns en experimentos en los que B. cali se cultivó en pi e 
cia de timidina radiactiva, lo que permitió la visualizadón por autorrad 
grafía del nuevo ADN replicado (Fig, 6,2). En algunos casos, se pueden t 
servar moléculas circulares completas en proceso de replicación, Est 
moléculas de ADN contienen dos horquillas de replicación, que represen- 
tan las regiones de la síntesis activa de ADN. En cada horquilla las hebr 
párenteles se separan y son sintetizadas dos nuevas hebras hijas. 

La síntesis de dos nuevas hebras de ADN complementarías a las dos he* 
bras de la molécula paren tal trajo consigo un problema importante para en- 
tender la bioquímica de la replicación del ADN. Puesto que tas dos hebra? 
de la doble hélice de ADN se disponen en direcciones opuestas (antiparale 
las), la síntesis continua de dos nuevas hebras en la horquilla de replicador 
requeriría que una de las hebras se sintetizara en sentido 5' a 3' mientras 
que la otra se sintetizaría en el sentido opuesto (3' a 5'), Pero la ADN poli- 


:o3 


Replícación, mantenimiento y reorganización 

del ADN genómico 




El enigma se resolvió mediante experimentos que mostraban que sólo 
_r.a hebra de ADN se sintetiza de manera continua en la dirección de la re- 
pticación del ADN; la otra se forma a partir de pequeñas piezas (1-3 kb) dis- 
continuas de ADN que se sintetizan al revés con respecto al movimiento de 
^ horquilla de replicadón (Fig, 6,3). Estas pequeñas piezas del nuevo ADN 
- ntetizado (denominados fragmentos de Okazaki en honor a su descubri- 
dor. el bioquímico japonés Reiji Okazaki) se unen por la acción de la ADN 
bgasa, formando una nueva hebra intacta de ADN, La hebra sintetizada de 
ionna continua se denomina hebra conductora, debido a que su elongación 
i el sentido del movimiento de la horquilla de replícación expone el molde 
c iie se utilizará para la síntesis de los fragmentos de Okazaki (hebra tardía). 

Aunque el descubrimiento de la síntesis discontinua de la hebra rezagada 
proporciona un mecanismo para la elongación de ambas hebras de ADN en 
a horquilla de replicadón, surgió otra pregunta: puesto que Las ADN poli- 
— erasas necesitan un cebador y no son capaces de iniciar la síntesis de novo , 
c cómo se inicia la síntesis de los fragmentos de Okazaki? La respuesta son 
fragmentos cortos de ARN que sirven como iniciadores para la rcplica- 
::6n del ADN (Fig. 6.4). Al contrarío que la síntesis de ADN r la síntesis de 
ARN es capaz de iniciarse de novo, y una enzima llamada primasa sintetiza 
s fragmentos cortos de ARN (p. ej., de fres a diez nucleótídos de longitud ) 
imp [ementarlos a la hebra rezagada molde en la horquilla de replicadón. 
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Figura 6.2 Replkadón del ADN 
de £ cotí, (A) Una autorradiografía 
mostrando las bacterias que crecieron 
en pH]timidina durante dos 
generaciones para marcar el ADN, que 
se extrajo después para v isualizarlo 
medíante una cinta fotográfica. (B) 

Este esquema ilustra las dos horquillas 
de replkadón vistas en (A). (De J. 
Cairns, 1963. Cohi Spring Harbor Symp. 
QuanL Btol 28:43.) 


(A) f , y 



\ 1 

100 ym 


(B) 



Los fragmentos de Okazaki se sintetizan mediante la extensión de estos 
dadores de ARN por la ADN polimerasa. Una consecuencia importar: 
estos iniciadores de ARN es que los nuevos fragmentos de Okazaki sl 
zados contienen una unión ARN-ADN, cuyo descubrimiento propora 
evidencia del papel de los iniciadores de ARN en la replicador! del ADN 
Para formar una hebra tardía continua de ADN, los iniciadores de 
deben eliminarse de los fragmentos de Okazaki y ser sustituidos con 
(Fig. 6.5). En procariotas, los cebadores de ARN son eliminados med 
acción de la polimerasa l. Adicionalmente a su actividad ADN pol : 
la polimerasa I actúa como una exonucleasa capaz de hidrolizar el ADN 
ARN) tanto en la dirección 3' a 5' como en la 3 ' a 3'. La acción de la 
merasa l como exonudeasa de 3 ; a 5 H elimina ribonucleótidos de los 
mos 5' de los fragmentos de Okazaki, permitiendo su sustitución con 
rribonudeótidos para dar Lugar a fragmentos constituidos completa 


Hebras 
párenteles 



Horquilla de 
replicaciórT 


Síntesis de los 
fragmentos de Okazaki 


Dirección de 
la replicadón 
global 



Unión del fragmento de 
Okazaki a la hebra tardía 


Hebra 
conductora tardía 


5 Fragmento y 
de Okazaki 



Figura 6.3 Síntesis de las hebras conductora y tardía de ADN. La hebra 

conductora se sintetiza de forma continua en la dirección del movimiento de la 
horquilla de replicadón. La hebra tardía se sintetiza en pequeños fragmentos 
(fragmentos de Okazaki) en sentido opuesto at resto de la replicadón. Los 
fragmentos de Okazaki se unen después mediante la acción de la ADN ligo -i 
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ADN. En células eucariotas, los cebadores de ARN son eliminados por 
lición combinada de la ARN asa H, una encima que degrada la hebra de 
_\ de los híbridos ARN-ADN, y es una exonucleasa en dirección 5' a 3'. 
huecos resultantes son rellenados por la polimerasa 6 y los fragmentos 
\DN son unidos mediante la ADN ligasa, generando una hebra tardía 
cta. 

Como se indicó anteriormente, las diferentes ADN polimerasas juegan 
tes papeles en el horquilla de replicación tanto en células procariotas 
o eucariotas (Fig. 6.6). En E. coi i, la polimerasa 111 es la principal polime- 
replica* iva, funcionando en la síntesis tanto de la hebra conductora de 
\ v de ios fragmento $ de Okazaki medíante la extensión de cebadores 
& ARN. En células eucariotas, tres ADN polimerasas distintas (oí, 8 y e) es- 
~l- implicadas en la replicación del ADN nuclear. Los papeles de estas 
ADN polimerasas han sido estudiados en dos tipos de experimentos. En 
er lugar, la replicación del ADN de algunos virus animales, como el 
40, puede estudiarse en extractos acelulares, permitiendo un análisis bio- 
ico directo de las actividades de las distintas ADN polimerasas ade- 
de otras proteínas implicadas en la replicación del ADN, En segundo 
las polimerasas a, 6 y € se encuentran en levaduras además de en ce- 
de mamífero, permitiendo el uso de las potentes técnicas de genética 
levaduras (véase Cap, 4) para analizar sus papeles biológicos. El análisis 
uímico ha establecido que la polimerasa a se encuentra formando un 
c m piejo con la primasa, y funciona junto con la primasa para sintetizar 
cmentos cortos de ARN- ADN durante la síntesis de la hebra tardía y en 
s orígenes de replicación (véase Fig. 6.12), A continuación, las polimerasas 
i i e ac túan como las principales polimerasas en la replicación que se ocu- 
r irían de la síntesis de las hebras conductora y tardía, respectivamente. 

No sólo las polimerasas y las primasas actúan en la horquilla de replica- 
ron sino que participan otras muchas proteínas. Estas proteínas adicionales 
- han identificado mediante el análisis de motantes de E, col i y levaduras 
¿eficientes en la replicación del ADN y la purificación de proteínas de ma- 
TÍferos necesarias para la replicación in vitro del ADN de SV40. Una clase 


Figura 6.4 Origen de los fragmentos 
de Okazaki con cebadores de ARN. 

Fragmentos cortos de ARN sirven 
como iniciadores sobre los que puede 
actuar la ADN polimerasa, 
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Figura 6.5 Eliminación de los 
cebadores de ARN y unión de los 
fragmentos de Okazaki. Los 

cebadores de ARN se eliminan y la 
ADN poli me rasa rellena los espacios 
entre los fragmentos de Okazaki con 
ADN. Los fragmentos de ADN 
resultantes son unidos con 
posterioridad por 3a ADN iigasa. 


Figura 6.6 Papel de las ADN 
polimerasas en E. cali, y en células 
de mamíferos. La hebra conductora 
es sintetizada por las polimerasa JI1 
(pol 111} en £, coli y por la polimerasa 6 
(pol 5) en las células de los mamíferos. 
En E, eolit una prímása inicia la síntesis 
de la hebra tardía, siendo leídos los 
iniciadores de ARN por la polimerasa 
111. En las células de los mamíferos, la 
síntesis de la hebra tardía la lleva a 
cabo un complejo de primasa y 
polimerasa a (pol ot). Los fragmentos 
cortos de ARN- ADN sintetizados por 
el complejo son leídos por la 
polimerasa £. 


Espado entre los fragmentos 
de Okazaki 

I ARN cebador 

3 7s-' / 


Eliminación del ARN 
Relleno del espacio con ADN 

3 5' 


Unión de ios fragmentos de AON 


de proteínas necesarias para la replicadón se unen con las ADN pol ir 
sas, aumentando la activ idad de las polimerasas y manteniéndolas i 
al molde de ADN para que continúen ía síntesis de la nueva hebra de . 
Tanto la polimerasa III de E. cali como las polimerasas 5 y z de eucark 
tan asociadas a proteínas de enganche deslizante (antígeno nuclear de : 
lulas prolíferatívas [PCNA]) en euca dotas) que sitúan a la polimerasa i 
cebador y mantienen su asociación estable con el molde (Fig. 67). Las : 
teínas de enganche de carga (factor de replícación C [RFC] en eucaríct 
jan a las proteínas de enganche deslizante al ADN en la zona de unior . 
cebador y el molde. Las proteínas de enganche de carga utilizan enerva s 
nerada por hidrólisis del ATP para abrir ios enganches deslizantes. A < 
nu ación, libera a la proteína de enganche deslizante, que forma un ¿ 
torno al ADN que actúa como molde. La proteína de enganche desli 
asocia a la ADN polimerasa con el ADN en el punto de intersección i 
cebador y el molde. El anillo formado por el enganche deslizante mar: 
la asociación de la polimerasa con su molde conforme avanza la replica 


E. coli 

Síntesis de la hebra conductora 


Mamíferos 



Síntesis de la hebra tardía 



l pol a/primasa 


pol B 











Replicación, mantenimiento y reorganización 

de) ADN genómico 





Proteina 


3 CNA 


Carga de PCNA 


fe que hace posible la síntesis ininterrumpida de miles de nudeótidos de 

Otras proteínas desenrollan la hebra molde de ADN y estabilizan reglen 
de una sola hebra (Fig. 6.8). Las helicasas son enzimas que catalizan el 
feenrol] amiento del ADN parental, emparejadas con la hidrólisis de ATP, a 
raheza de la horquilla de la replicación. Proteínas de unión al AON mo- 
Menario (p. ej., el factor de replicación A eucariota [RFA]) estabilizan la 
: a molde de ADN desenrollada, manteniéndola en un estado de hebra 
a extendida para que sea copiada por la polimerasa. 
l medida que las hebras parentales se desenrollan, el ADN a la cabeza 
la horquilla de replicación está siendo forzado a girar. Sin restricciones, 
rotación causaría que las moléculas de ADN circular (como el ADN de 
40 o el cromosoma de E. cali) se enrollaran sobre sí mismas, bloqueando 
ntual mente la replicación (Fig. 6.9). Este problema lo resuelven las 
isomerasas, enzimas que catalizan la rotura reversible y la unión de 


Figura 6.7 Proteínas accesorias a la 
polimerasa. (A) Un complejo de 
proteínas de enganche de carga y 
enganche deslizante (RFC y PCNA en 
células de mamífero, respectivamente) 
se une al ADN en la intersección entre 
el cebador y el molde. Entonces RFC se 
libera, reclutando PCNA al ADN. A 
continuación la ADN polimerasa se 
une aí PCNA. (B) Modelo de PCNA 
unido al ADN. (B H de T. 5. Krishna, X. 

P. Kong, S. Gary, P. M. Burgers y J. 
Kuriyan, 1994. Cdl 79: 1233.) 


^ai-ga de ADN polimerasa 
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Figura 6*8 Acción de la helicasa y tas 
proteínas de unión al ADN de hebra simple. 

Las bel icasas desenrollan las dos hebras del 
ADN párenteles situado en la cabeza de la 
horquilla de replicación. Las hebras de ADN 
desenrolladas son estabilizadas por las proteínas 
de unión al ADN de hebra simple de manera 
que puedan servir como moldes para la síntesis 
de un nuevo ADN. 


las hebras de ADN. Existen dos tipos de estas enzimas; Topoisc- 
merasas de tipo 1 que rompen solo una hebra de ADN; topois* - 
merasas de tipo II que introducen roturas simultáneas en ambas 
hebras. Las roturas introducidas por los tipos I y íí de las topoi so- 
mera sas sirven como ejes de giro que permiten a las dos liebre 
molde de ADN rotar o pi votar libremente alrededor de la otra á¿ : 
manera que la replicación puede continuar sin el enrollamiento 
del ADN a la cabeza de la horquilla (véase Fig* 6.9), Aunque los 
cromosomas eu car i otas están compuestos por moléculas de ADN 
lineares en lugar de circulares, su replicación también requiere to- 
poisomerasas; si no los cromosomas completos tendrían que rotar 
continuamente durante la síntesis de ADN. 

La topoísomerasa de tipo II es necesaria no solo para desenro- 
llar el ADN sino también para separar las nuevas moléculas repli- 
cadas de ADN circular que aparecen entrelazadas las unas con las 
otras. En las células ene a rio tas, la topoísomerasa 1 1 parece esta - 
involucrada en ta condensación mitótica de los cromosomas 
Además, estudios realizados en levaduras imitantes, así como ex- 
perimentos en Drosophila y células de mamíferos, indican que U 
topoísomerasa D es necesaria para la separación de las cromátidas 
hijas durante la mitosis, sugiriendo que desempeña una tune i " 
de desenrollamiento de los lazos de nueva replicación del ADN 
en los cromosomas de eucar iotas. 

Las enzimas implicadas en la replicación del ADN actúan de 
forma coordinada para sintetizar las hebras conductora y tardía 
de ADN simultáneamente en la horquilla de replicación (Fig. 6.1Í 
Esta tarea se logra por medio de la formación de d (meros de las 
poli me rasas (replica ti vas) de ADN acompañadas de subunidades 
de la proteína de enganche de carga, la cual se asocia también : 


■ Un inhibidor de la topoísomerasa 
II, un principio activo denominado 
etopósido, se emplea como agente 
quitn ¡otera péutko para el 
tratamiento de diversos tipos de 
cáncer. 



Figura 6.9 Acción de las topoiso me rasas durante la replicación del ADN. (A 

Una vez que las deis hebras de ADN están desenrolladas, el ADN que se encuentra 
en la cabeza de la horquilla de replicación es forzado a rotar en dirección opuesta 
de forma que las moléculas circulares se enrollan sobre sí mismas. (B) Este proble- 
ma lo resuelven las topoi somera sas, que catalizan la rotura y la unión reversibles 
de las hebras de ADN. Las roturas transitorias introducidas por estas enzimas 
actúan como eslabones giratorios que permiten a las dos hebras de ADN rotar 
libremente una sobre otra. 
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Figura 6.10 Modelo de la horquilla 
de replicación de £ coll Una 

helícasa, una prima&a y dos moléculas 
de ADN polimerasa Til llevan a cabo la 
síntesis coordinada de las hebras 
conductora y tardía del ADN. Ambas 
moléculas de la polimerasa de ADN 
forman un complejo con Ja proteína de 
enganche de carga, que se encuentra 
unida a la helicasa en Ea horquilla de 
replicación. La topoisomerasa actúa 
como un eslabón giratorio en la cabeza 
de la horquilla, y la polimerasa I junto 
con una I i gasa eliminan los cebadores 
de AKJNT y unen los fragmentos de 
Ükazaki por detrás de la horquilla. 


na helicasa en la horquilla de replicación, A continuación, una molécula de 
limerasa sintetiza la hebra adelantada, mientras que ia otra se ocupa de 
síntesis de la hebra tardía. El molde de la hebra tardía se repliega en la 
horquilla de replicación de tal modo que la subunidad de la polimerasa en* 
largada de su síntesis avanza en la misma dirección que la otra subunidad 
fabrica la hebra conductora. La polimerasa que participa en la síntesis 
la hebra tardía se separa de la hebra de ADN al llegar al final de un frag- 
mento de Ükazaki. Continúa asociada a la proteína de carga, por lo que se 
ruede unir de nuevo con gran eficiencia a una nueva proteína de enganche 
de deslizamiento en la inte resección del cebador y el molde para comenzar 
¿ sintetizar otro fragmento de Ükazaki, 

En las células eucariotas, los nucleosomas también son desorganizados 
durante la replicación del ADN. Los nucleosomas de la cromatina parental 
se dividen entre las dos hebras hijas de ADN, y nuevas historias son añadi- 
das para volver a ensamblar los nucleosomas por parte de proteínas adicio- 
nales {factores de ensamblaje de cromatina) que viajan junto con el horqui- 
Ja de replicación. 


Animación web 


Horquilla de replicación 
del ADN 

La helicasa, primasa y dos moléculas de 
ADN polimerasa lll llevan a cabo la 
síntesis coordinada tanto de la hebra 
conductora como de la tardía del ADN 
en la horquilla de replicación. 
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Incorporación de G 
en lugar de A 



La poli me rasa escinde 
la G mal apareada 


mediante su actividad 
exonucleasa 3 ■ — ► 5 


ir 



La síntesis procede 
con la incorporación 
de la base correcta {A) 





Figura 6.1 1 Doble lectura de la ADN 
polimerasa. 5e incorpora G en lugar 
de A como resultado de un mal 
apareamiento con T en La hebra molde. 
Debido a este mal apareamiento, la G 
del extremo 3' terminal no se une 
mediante enlaces de hidrógeno a la 
hebra molde. Es le error de 
emparejamiento en el extremo 3" de la 
cadena en crecimiento es reconocido y 
eliminado por la actividad exonucleasa 
3-5' de la ADN polimerasa, quien 
necesita para continuar la síntesis un 
cebador unido por puentes de 
hidrógeno a la hebra molde. Tras la 
escisión de la G desapareada, la 
síntesis de ADN continúa con la 
incorporación del nucleótido 
correcto (A). 


Fidelidad de replicación 


La exactitud de la replicación del ADN es crítica para la reproducción ce; - 
lar, y las estimaciones de mutación para una variedad de genes indican qu 
la frecuencia de errores durante la replicación corresponde a menos de ur 
base incorrecta por cada 10 4 nucleótidos incorporados. Esta frecuencia c 
error es mucho menor que la predícha simplemente a causa del apa:^ 
miento de las bases complementarias. En particular, las diferencias de ene 
gía libre resultantes de cambios entre los enlaces de hidrógeno establéese ; 
entre bases emparejadas correcta e incorrectamente, sólo son lo sufidenu 
mente grandes como para favorecer la formación de pares de bases empan 
jadas de aproximadamente una base incorrecta por cada 100 núcleo 
Como consecuencia, la selección de las bases determinada simplemente r 
los enlaces de hidrógeno entre bases complementarias, resultaría en uc 
frecuencia de error correspondiente a la incorporación de aproximadas -_s 
te una base incorrecta en cada 100 nucleótidos de ADN recien sintetizad r 
El mayor grado de fidelidad realmente alcanzado es el resultado de las a: 1 
vidades de la ADN polimerasa. 

Uno de los mecanismos por los que la ADN polimerasa aumenta A 
del i dad de la replicación es ayudando a seleccionar la base correcta pa p : 
inserción en el nuevo ADN sintetizado. La polimerasa no solo cataliza i i 
corporación de cualquier nucleótido unido por un puente de hidrógeno ¿ . 
hebra molde. En su lugar, discrimina activamente en contra de la incurra 
ción de una base desapareada, presumiblemente mediante la adaptar > r i 
la conformación de un par de bases correcto. El mecanismo molecular m 
ponsable de la capacidad de las ADN polimerasas para seleccionar en . 
tra de bases incorrectas aún no se ha descifrado, pero esta selección pa n 
aumentar la exactitud de la replicación alrededor de cíen veces, reducen 
la frecuencia de error esperada de aproximadamente 10 ", 

El otro mecanismo principal responsable de la exactitud de la replícaa 
del ADN es la actividad de doble lectura de la ADN polimerasa. Las I 
polimerasas replica ti vas (polimerasas eucariotas 5 y £ y polimerasa U1 á - 
coli) poseen actividad exonucleasa que puede hidrolizar el ADN en la 
ción 3 r a 5'. Esta exonucleasa 3' a 5' opera en la dirección contraria ?. la si 
tesis de ADN, y participa en la doble lectura del nuevo ADN sinte:-: 
(Fig* 6.11), La doble lectura es efectiva porque la ADN polimerasa neces 
un cebador y no es capaz de iniciar la síntesis de novo. Los iniciadores q 
están unidos por puentes de hidrógeno al molde son los preferidos pan 
utilización, así que cuando una base incorrecta es incorporada, se elin \sm 
por la actividad de la exonucleasa 3' a 5' en lugar de continuar la sirtte 
Las exonudeasas 3' a 5' de las ADN polimerasas replicad vas escinden 
ti v ámente las bases desapareadas que han sido incorporadas al final c ; 
cadena de ADN en crecimiento, por lo que aumenta la exactitud de la 


cación de cien a mil veces más. 

La importancia de la doble lectura podría explicar el hecho de qi 
ADN polimerasas necesitan cebadores y que catalizan el crecimiento a 
hebras de ADN solamente en el sentido 5' a 3'. Cuando el ADN se sin : 
en el sentido 5' a 3', la energía necesaria para ta polimerización se derii 
la hidrólisis del grupo 5'- trifosfato de un dNTP libre v es añadido ai c 
3'hidroxilo de la cadena creciente (véase Fig. 6,1). Sí el ADN se tuviera 
extender en sentido 3' a 5', la energía de polimerización tendría que der 
se de la hidrólisis del grupo 5'-tri fosfato del nucleótido terminal recié 
corporado al ADN. Esto eliminaría la posibilidad de la doble lectura 
do a que la eliminación de un nucleótido terminal desapareado tai 
eliminaría al grupo 5 '-trifosfato necesario como fuente de energía pa 
elongación de la cadena. Por tanto, aunque la capacidad de la ADN peí 
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Proteínas de unión 
al ADN de hebra 
simple 


Iniciador 


Síntesis de 
ios cebadores 
de ARN 


Unión de * 
la prote i na 
iniciadora 


Formación de 
dos horquillas 
de replicación 


Desenroliamiento^ 
del ADN por % 
la helicasa y ^ 

las proteínas de unión 
al ADN de hebra simple 


K para extender un cebador en sentido 5' a 3 'parece hacer a la replicación 
proceso complicado, resulta necesario para asegurar la duplicación 
■íiacta del material genético. 

Combinada con la capacidad de discriminar en contra de la inserción de 
desapareadas, la actividad de doble lectura de las ADN polimerasas 
^ suficiente para reducir la frecuencia de error de replicación a alrededor 
«ét una base desapareada por cada 10 7 a 1Ü H . Mecanismos adicionales (discu- 
ta en la sección «Reparación del ADN») actúan para eliminar las bases 
^emparejadas que han sido incorporadas en el nuevo ADN sintetizado, lo 
■a* supone una reducción adicional de la tasa de errores por debajo de 10 J . 


I genes e iniciación de la replicación 

replicación del ADN procariota y eucariota comienza en una única se- 
cta llamada origen de replicación, que sirve como un sitio específico 
unión para proteínas que inician el proceso de replicación, El primer ori- 
descrito fue el de E. cali, en cuyo análisis genético mostraba que la repli- 
m siempre empezaba en un único sitio del cromosoma bacteriano. El 
,en de £'. col i se ha estudiado en detalle y se sabe que se compone de 245 
de bases de ADN, elementos que sirven como sitios de unión para las 
:e inas necesarias para iniciar la replicación del ADN (Fig. 6.12). El paso 
ve es la unión de una proteína iniciadora a secuencias específicas del 
X dentro del origen. La proteína iniciadora comienza desenrollando el 
n del ADN y recluta a las otras proteínas implicadas en la síntesis del 
X . La helicasa junto con proteínas de unión al ADN monocatenario con- 
n desenrollando y presentando al ADN molde, y la primasa inicia la 
¡is de las hebras conductoras. Se forman dos horquillas de replicación 
se mueven en sentidos opuestos a lo largo del cromosoma circular de 
cali 

El origen de la replicación en los virus de animales, como el SV40, se ha 
diado como modelo para la iniciación de la síntesis en ene a rio tas, SV4Ü 
uta un solo origen de replicación (consiste en 64 pares de bases) que 
lona tanto en células infectadas como en sistemas libres de células. La 
oración comienza por una proteína codificada por el virus (llamada an- 
lo T) que se une al origen y que actúa como helicasa Se requiere una 
:eina de unión al ADN monocatenario para estabilizar a la hebra molde 
n rolla da, y un complejo ADN p olime rasa tx- primasa comienza en ten- 
ia síntesis de ADN. 

Aunque resulta suficiente un solo origen para dirigir la replicación de ge- 
as bacterianos y virales, se necesitan múltiples orígenes para replicar 
gen o mas más largos de las células cucar i otas en un período de tiempo 
>nable. Por ejemplo, el genoma completo de E, calí (4 x 10'' pares de ba- 
i se replica partiendo de un solo origen en unos 30 minutos. Si los geno- 
s de mamíferos (3 x 10* pares de bases) se replicaran a partir de un solo 
;en esto requeriría alrededor de 3 semanas (30,000 minutos). El proble- 


Figura 6.12 Origen de la replicación 

de E cotL La replicación se inicia en 
un único sitio del cromosoma de E. cali, 
denominado origen (orí). El primer 
acontecimiento es la unión de una 
proteína iniciadora al ADN ori , que 
conduce el desenrolla miento parcial 
del molde, El ADN continúa 
desenrollándose debido a la acción de 
la helicasa y de las proteínas de unión 
al ADN de hebra simple, mientras que 
los cebadores son sintetizados por la 
primasa. Las dos horquillas de 
replicación formadas en el origen se 
mueven en direcciones opuestas a lo 
largo de la molécula de ADN circular. 
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Figura 8.13 Orígenes de replicación 
en los cromosomas eu cariotas. La 

replicación se inicia en múltiples 
orígenes (orí), cada uno de los cuales 
produce dos horquillas de replicación. 


orí orí orí 

Iniciación de 
la replicación 


ADN recién 
sintetizado (v) 


Horquillas moviéndose 
en direcciones opuestas 
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ma se exacerba por ei hecho de que el ritmo de la replicación del ADN en 1 
células de mamíferos es diez veces menor que en E, cali, posiblemente i 
resultado del empaquetamiento del ADN eucaríota en croma tina. No i 
tante, el genoma de las células de mamíferos se replica en pocas horas j 
cesitando el uso de miles de orígenes de replicación. 

La presencia de múltiples orígenes de replicación en las células cucar 
tas se demostró por primera vez mediante la exposición de un cultivo de c 
lulas de mamíferos a timidina radiactiva durante intervalos de tiempo di! 
rentes, seguido de una a u torrad iogr afía para detectar el ADN re 
sintetizado. Los resultados de estos estudios indicaron que la síntesis 
ADN se inicia en múltiples sitios, desde donde se prosigue en amba^. 
recciones a lo largo del cromosoma (Fig. 6.13). Los orígenes de replica: 
de las células de mamíferos se encuentran separados por intervalos de : 
300 kb aproximadamente; por lo que el genoma humano tiene alrededor < 
30,000 orígenes de replicación, Los genoma s de eticaría tas simples tac 
tienen múltiples orígenes; por ejemplo, la replicación en levaduras se ir 
en orígenes separados por unas 40 kb. 

Los orígenes de replicación de los cromosomas cucar iotas han sido t 
diados en levaduras S. cerevisiae, en las que se han identificado como 
cuencias que pueden soportar la replicación de plásmidos en células i 
formadas (Fig. 6.14). Esto ha proporcionado un ensayo funcional para < 
secuencias, y el aislamiento de otros muchos elementos (llamados sec 
das de replicación autónoma, o ARS, por las siglas del inglés autonomc 
replicatmg secjttences). El papel de los orígenes de replicación se ha verific 
por un análisis bioquímico directo, no solo en plásmidos sino también t 
ADN cromosómico de levaduras. 

Los elementos funcionales ARS se expanden alrededor de 100 pare- 
bases, incluyendo una secuencia central de 11 pares de bases común a 
ehos ARS diferentes (Fig, 6,15). Esta secuencia central es esencial par: 
función de los elementos ARS y se sabe que es eí sitio de unión para 
complejo (llamado complejo del origen de replicación, o ORC, origin 
catión complex) que es necesario para la iniciación de la replicación del A 
en los orígenes de las levaduras. El complejo ORC parece reclutar a ■ 
proteínas (incluidas la MCM ADN helicasas) en el origen, lo que condi 
iniciar la replicación. El mecanismo de iniciación de la replicación del Al 
en levaduras parece por tanto similar al de los virus procariotas y cuo- 
tas; es decir, una proteína de iniciación se une a secuencias de ADN co 
tas que definen un origen de replicación. 

Estudios subsiguientes han demostrado que el papel de las prote 
ORC como iniciadores de la replicación está conservado en todos los t 
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1 Células transformadas 
de levaduras 



I Placa en un medio carente 
Ide leucina 




Se obtienen sólo células transformadas 
raras en las que el plásmido se ha integrado 
en e? ADM cfómosómíco 


-tgura 6.14 Identificación de los orígenes de replicación en levaduras. 

Loa plásmidos I y III contienen un gen marcador selectivo (LEU2) que permite 
¿ las células transformadas crecer en un medio carente de le urina. Solamente el 
plásmido II contiene un origen de replicadon (ARS), La transformación de las 
levaduras con el plásmido L produce exclusivamente células transformadas raras en 
::S que el plásmido se ha integrado en el ADN croniosómico. El plásmido ü r sin 
-inbargo, es capaz de replicarse sin la integración en el cromosoma de la levadura 
replicación autónoma), de manera que se obtiene un número mayor de células 
transformadas a partir de su introducción en las células de levaduras. 


Obtención de numerosas 
células transformadas debido 
a que el plásmido se replica 
sin integración en 
el cromosoma 


notas, desde las levaduras hasta los mamíferos. Sin embargo, los orígenes 
de replicación de otros eucariotas están mucho peor definidos que los ele- 
mentos ARS de S. cemñsiae. En la levadura de fisión S. pombe, las secuencias 
de origen se encuentran dispersas sobre aproximadamente 0,5 y 1 kb de 
ADN. Los orígenes de 5. pombe carecen del sitio de unión claramente defini- 
do para ORC que poseen los elementos ARS de S. cerevisiae, pero contienen 
repeticiones de secuencias ricas en A/T que parecen actuar como puntos de 
unión para el complejo ORC de S. pombe. En Dwsophila y en células de ma- 
mífero, sin embargo, las proteínas ORC no parecen reconocer secuencias es- 
pecíficas de ADN. Por el contrario, Jos sitios de unión de ORC e iniciación 
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Figura 6.15 Elemento ARS de 
levaduras. Un elemento ARS de 5. 
cerevisme contiene ir ,a secuencia 
consenso ARS de 11 pares de bases 
(ACS), y tres elementos adicionales 
(BU B2 y B3) que contribuyen al 
funcionamiento del origen. El 
complejo de reconocimiento del origen 
(ORC) se une a ACS y BL DRC a 
continuación recluta a proteínas 
adicionales, incluida la MCM ADN 
helícasa r al origen. 
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de la replícación de ADN en ios eucariotas superiores puede estar déte 
nada por características de la estructura croma tínica que deberán ser di 
dadas mediante investigación futura. 

Telómeros y telomerasa: el mantenimiento de los extremos 
de los cromosomas 

Debido a que las ADN polimerasas sólo extienden los cebadores en 
de 5" a 3', son incapaces de copiar los extremos 5' de las moléculas \h 
de ADN. Como consecuencia, se requieren mecanismos especiales para i 
pilcar las secuencias terminales de los cromosomas lineales de las ce. . 
eucariotas. Estas secuencias (telómeros) se componen de repeticiones i 
tándem de secuencias simples de ADN (véase Cap. 5). Son replicadas ; 
acción de una enzima única llamada telomerasa, que es capaz de man te 
a los telómeros catalizando de su síntesis en ausencia de una hebra rr 
de ADN. 

La telomerasa es una transcriplasa inversa, una de las clases de las 
polimerasas, descubiertas por primera vez en retro virus (véase Cap. 4 
sintetizan ADN a partir de un molde de ARN. Cabe destacar que la tele 
rasa porta su propio molde de ARN, que es complementario a las secue 
repetidas de los telómeros, como parte del complejo enzima tico. El lis _ 
este ARN como molde permite a la telomerasa generar múltiples cope - 
las secuencias repetidas teloméricas, manteniendo por tanto a los telón 
en la ausencia de un molde de ADN convencional para dirigir su síntesis 

El mecanismo de acción de la telomerasa fue descubierto en 19ft3 por ( 
rol Greíder y Elizabeth Blackburn con los estudios del protozoo Tetraím 
(Eig. 6.16). La telomerasa de Tctrahymena está unida a un ARN de 13 u - 
cleótidos de longitud que incluye la secuencia 3'-AACCCCAAC-5\ 
secuencia es complementaria a la repetición telomérica de Tetrtihyn 
(5'-TTGGGG-3') y sirve como molde para Ja síntesis del ADN telomér 
La utilización de este ARN como molde permite a la telomerasa extenderá 
extremo 3' del ADN cromosómico una unidad de repetición detrás de j 
longitud original. La hebra complementaria puede ser entonces sintetíz 
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; igura 6,18 Acción de la telomerasa. EÍ ADN telomérico es una secuencia 
repetida simple con un extremo 3' suelto en la hebra conductora recién sintetizada, 
a télomerasa lleva consigo su propia molécula de ARN, que es complementaria al 
ADN telomérico, como parte del complejo enziniátieo. El extremo suelto del ADN 
isomérico se une al ARN de la te lome rasa, que luego servirá como molde para la 
i \ tensión de la hebra molde conductora en una unidad más de repetición. La hebra 
urdía del ADN telomérico puede ser a su vez sintetizada mediante iniciación 
convencional de ARN y actividad polimerasa del ADN. 
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por el complejo polimerasa a-primasa utilizando como iniciador al ARJi 
convencional. La eliminación de ios ARN cebadores deja un extremo 3\i 
ADN cromosómko suelto, que puede formar lazos al final de los cromoso- 
mas eucariotas (véase Fig. 5.23). 

La telomerasa ha sido identificada en una gran variedad de eucariotas. 
los genes codificadores de los ARN de ésta se han donado en Tretahi/mem 
levaduras, ratones y humanos. En cada caso, el ARN de la telomerasa cor- 
tiene secuencias complementarias a la secuencia felomérica repetida de es® 
organismo (véase Tabla 5,5), Además, la introducción de genes imitantes 
del ARN de la telomerasa en levaduras han dado como resultado alteran - 
nes correspondientes a las secuencias cromosómicas teloméricas repetidas 
demostrando directamente la función de la telomerasa en el mantenímiem 
de los extremos de los cromosomas eucariotas. 

Los defectos en la telomerasa y el mantenimiento normal de los telóme- 
ros se asocian con diversas patologías humanas. La actividad de la telóme 
rasa está regulada en las células en división para mantener ios telómeros . 
su longitud normal. En células humanas, por ejemplo, los te 1 omeros abe 
can aproximadamente 10 kb con una protuberancia de una sola hebra 3' át 
unas 150-200 bases. Aunque esta longitud se mantiene en las células ge ór- 
nales, la mayoría de las células somáticas no poseen niveles sufkienteme: 
te elevados de telomerasa para mantener la longitud de sus telómeros du- 
rante un número indefinido de divisiones celulares. Como consecuencia 
los telómeros gradualmente se acortan a medida que las células envejecen 
y este acortamiento finalmente desencadena ia muerte celular o senescen- 
cia. Interesantemente, diversas síndromes de envejecimiento prematuro 
caracterizan por un tasa anómalamente elevada de pérdida telomérica, v : ■ 
gimas de estas patologías se ha descubierto estar causadas directamems 
por mutaciones en la telomerasa. Por el contrario, las células cancerosas re- 
presan niveles anormalmente elevados de telomerasa, lo que les permití 
continuar dividiéndose indefinidamente. 


■ El campeón reparador de ADN: 
La bacteria Demococcus 
radiodurans fue aislada en 1956 a 
partir de latas de carne que se 
creía que Habían sido esterilizadas 
mediante radiación. Las bacterias 
sobrevivieron gracias a su extrema 
resistencia a la radiación. 

0. radiodurans es unas cien veces 
más resistente a la radiación 
ionizante que £ cali. 


Reparación del ADN 

El ADN, como cualquier otra molécula, es capaz de participar en diversa? 
reacciones químicas. Debido a que sólo el ADN sirve de copia permanente 
del genoma celular los cambios en su estructura tienen más trascendencia 
que alteraciones en otros componentes celulares, como el ARN o las prott 
ñas. Las mutaciones pueden surgir de la incorporación de bases incorrectas 
durante la replicador! del ADN. Además, se producen diversos camb: 
bien espontáneos (Fig. 6.17) o como resultado de la exposición a agentes 
químicos o radiación (Fig. 6.18), Este tipo de daños en el ADN pueden bl - 
quear la replicación o ia transcripción, podiendo dtir lugar a una alta fre- 
cuencia de mutaciones-consecuencias que son inaceptables desde el punt 
de vista de la reproducción celular. Para mantener la integridad de sus ge- 
nomas, las células han tenido por tanto que desarrollar mecanismos de re- 
paración del ADN dañado. Estos mecanismos de reparación del ADN - 
pueden dividir en dos clases principales: (1 ) inversión directa de la reacc^ ■ 
química responsable del daño al ADN, y (2) eliminación de las bases dar.: 
das seguida de su reposición con ADN recién sintetizado. Allá donde la re- 
paración del ADN falla, las células han desarrollado mecanismos adiciona- 
les que permiten a eslas acabar con los daños. 

Inversión directa del ADN dañado 

La mayoría de los daños producidos en el ADN son reparados mediante la 
eliminación de las bases dañadas seguida de la síntesis de la región escindi- 
da. Algunas lesiones en el ADN, sin embargo, se pueden reparar mediante 
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Figura 6.17 Daño espontáneo del ADISi. 

Existen dos formas fundamentales de daño 
espontáneo del ADN: ( A) desanimación de 
a denina, dtosina y guanina, y (B) depurinadón 
(pérdida de bases de purina) a causa de la 
rotura del enlace entre las bases de purina y la 
desoxixribosa, dejando un sitio apurínico ( AP) 
en el ADN. dGMP - desoxigua nosina 
mono fosfato. 
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n versión directa del daño, podiendo ser un camino más eficiente a la hora 
je tratar con tipos específicos de danos al ADN que se dan con frecuencia. 
Tan solo ciertos tipos de daños al ADN se reparan de esta forma, en particu- 
ir los dímeros de pirimidina que resultan de la exposición a la luz ultra viñ- 
eta (UV) y los residuos de guanina alquilada que se han modificado por la 
adición de grupos metilos y etilos en la posición CTdel anillo de purina. 

La luz UV es una de las fuentes más importantes de daño al ADN y tam- 
bién es la forma más estudiada de ADN dañado en términos de mecanis- 
mos de reparación. Su importancia se ilustra por el hecho de que la exposi- 
ción a la radiación solar UV es la causa de la mayoría de los cánceres de piel 
humanos. El principal tipo de daño inducido por la luz UV es la formación 
Je dímeros de pirimidina, en los que las pirimidinas adyacentes en la mis- 
ma hebra de ADN están unidas por la formación de un anillo de ciclobu ta- 
ño que resulta de la saturación de los dobles enlaces entre el carbono 5 y el ó 
véase Fig. 6. ISA). La formación de dichos dímeros distorsiona la estructu- 
ra de la cadena de ADN y bloquea la transcripción o replicador al pasar por 
I daño, de manera que su reparación está relacionada con la capacidad de 
as células para sobrevivir a la radiación. Uno de los mecanismos de repara- 
ción de los dimeros de pirimidina inducidos por UV es la inversión directa 
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(A) Exposición a la luz UV 
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Figura 6.16 Ejemplos de daños al 
ADN inducidos por radiación y 
agentes químicos. (A) La luz UV 

induce la formación de dimeros de 
pirimidina, en los que dos pirímí dinas 
adyacentes (p. ej., timinas) se unen 
medíante un dclobutano en estructura 
de anillo. (B) La alquiiación es la 
adición de grupos metilo o etilo en 
posiciones diversas en las bases de 
ADN. En este ejemplo, la alquiiación 
de la guanina en posición O b da lugar a 
la formación de una O*- metüguanina. 
(C) Muchos carcinógenos 
(p. ej., benzo-(tf)pireno) reaccionan con 
las bases del ADN, produciendo la 
adición de grupo® químicos 
voluminosos a la molécula de ADN. 


Adición de un grupo voluminoso 


de la reacción de dimerización. El proceso se den omina foto r reactivación 
puesto que la energía derivada de la luz visible se utiliza para romper el 
anillo dclobutano (Fig. 6.19). Las bases originales de pirimidina continúan 
en el ADN, ahora repuestas a su estado normal. Tal y como se esperaría del 
hecho de que la radiación solar UV es la fuente principal de daños al ADN 
en diversos tipos de células, la reparación por fotoactívación de los dímeros 
de pirimidina es común en una variedad de células procaríotas y eucario- 
tas, incluyendo E. cotí, levaduras y algunas especies de plantas y animales. 
Curiosamente, sin embargo, la fotorreactiv ación no es universal; mamíferos 
placen tai ios (incluyendo los humanos) carecen de este mecanismo de repa- 
ración del ADN, 

Otra forma de reparación directa corresponde al daño producido por la 
reacción entre agentes alquilantes y el ADN, Los agentes alquilantes son 
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".puestos reactivos que son capaces de transferir grupos metilo y etilo a 
i base de ADN, modificando por tanto químicamente la base (véase Fig. 
^Bi Un tipo de daño particularmente importante es la mediación de la 
£ nina en posición CP, debido a que el producto, O h -metilguanina, forma 
: . res de bases complementarias con timína en lugar de citosina. Esta lesión 
e ser reparada por una enzima (llamada CP-metilguanma metiltransfe- 
> que transfiere el grupo metilo desde la O n -metilguaníná al sitio activo 
un residuo de cisterna (Fíg. 6.20). Por tanto se elimina la modificación 
mica mutagénica potencial, y se restaura la guanina original Las enzi- 
que catalizan esta reacción directa de reparación se encuentran en 
«vmdanda en procariotas y eucariotas, incluidos los humanos. 


Reparación por escisión 

Aunque la reparación directa es una manera eficiente de tratar con tipos 
particulares de daños al ADN, la reparación por escisión abarca la repara- 
□ n de gran variedad de alteraciones químicas en el ADN, En consecuen- 
ai los diferentes tipos de reparación por escisión son los mecanismos más 
■portantes de reparación del ADN en las células procariotas y eu cari otas. 
I - la reparación por escisión, el ADN dañado es reconocido y eliminado, 
pmo bases independientes o como núcleo ti dos. El espado vacío generado 
i* rellena con la síntesis de una nueva hebra de ADN, utilizando la hebra 
a mpiementaria no dañada como molde. Los tres tipos de reparación por 
--risión — reparación por escisión de base, reparación por escisión de nu- 
cí eotido y reparación del desapareamiento— permiten a las células resolver 
caía variedad de tipos diferentes de ADN dañado. 
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Figura 6.19 Reparación directa de 
un di mero de timina. Los dímeros de 
timina inducidos por la radiación UV 
se pueden reparar mediante 
fotorreactivación, en la que la energía 
procedente de la luz visible se utiliza 
para dividir los enlaces formados en el 
anillo de ddob titano. 


Figura 6.20 Reparación de una 
O s -m el ti gua n i roa* U na Cñ-metiJ guan ína 
metiltransférasa transfiere el grupo 
metilo de ta O h -metilguanIna a un 
residuo de dsteína en el sitio de 
activación de la enzima. 
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Figura 6*21 Reparación por escisión de bases. En este ejemplo, el uratilG (U) se 
ha formado por desanimación de ia dtosina (C) y es por tanto opuesto a arta 
guanina (G) en la hebra complementaria del ADN, El enlace entre el tiradlo y la 
desoxirribosa lo rompe una ADN glicosilasa, dejando un azúcar sin base unido al 
ADN (un sitio AP). El sitio es reconocido por una AP endonudeasa, que rompe 
la cadena de ADN. La desoxirribosa restante es eliminada por la 
desoxírríbosafosfodiesterasa. El espado que resulta lo rellena la ADN polimerasa 
y lo une una ligasa, conduciendo a la incorporación de la base correcta (C) 
opuesta a G. 


La reparación de un ADN que contiene uracilo es un buen ejemplo de la 
reparación por escisión de base, en la que bases dañadas de forma única i 
son reconocidas y eliminadas de la molécula de ADN (Fig. 6.21). El uracilo 
puede surgir en el ADN por dos mecanismos: (1) el uracilo (como dUTE 
Idesoxiuridina trifosfato]) se incorpora ocasionalmente en el lugar de una | 
tonina durante la síntesis del ADN, y (2) el uracilo se puede formar en e i 
ADN por la desanimación de una dtosina (véase Fig. 6.1 7 A). El segunda 
mecanismo es de mayor importancia biológica puesto que altera el patrór I 
normal de pares de bases complementarias lo que representa un acontecí- I 
miento mutagémeo. La escisión del uracilo en el ADN está catalizada por h 
ADN glicosilasa, una enzima que rompe el enlace de unión de la base át 
uracilo con el esqueleto de desoxirribosa del ADN. Esta reacción produce I 
un uracilo libre y un sitio apirimidínico — un azúcar sin base — , La ADN 
glucosilasa también reconoce y elimina otras bases anómalas, incluyendo la 
hipoxantina formada por la desanimación de a denina, pu riñas alquilada- 
distintas que la O^-alquilguanina, y bases dañadas por oxidación o radia- 
ción ionizante. 

El resultado de la acción de la ADN glícosilasa es la formación de uji s: 
tío apirimidínico o apurínico (generalmente llamado sitio AP) en el ADN 
Se forman sitios AP similares como resultado de ia pérdida espontánea de 
bases de purina (véase Fig. 6.17B), que se da en proporciones significativas I 
bajo condiciones celulares normales. Por ejemplo, cada célula en el cuerpi 
humano se estima que pierde varios miles de bases de purina diaria menú 
Estos sitios son reparados por laAPendonudeasa, que rompe de forma ad- I 
yacente al sitio AP (véase Fig, 6*21), La desoxirribosa restante por tanto se 
elimina, y el espacio de una sola base resultante es rellenado por la ADN I 
polimerasa y la ligasa. 

Mientras que la ADN glicosilasa reconoce solamente formas específicas I 
de bases dañadas, otro sistema de reparación reconoce a una gran variedad 
de bases dañadas que distorsionan a la molécula de ADN, incluyendo di- I 
meros de pirimidina inducidos por UV y grupos voluminosos añadidos 5 
las bases de ADN como resultado de la reacción de muchos carcinógenos 1 
con el ADN (véase Fig. 6*18C), Esta forma tan extendida de reparación tít I 
ADN se conoce como reparación por escisión de mideótidos, debido a que 
las bases (p. ej,, un dímero de timina) son eliminadas como parte de un olí- I 
gonudeótido que contiene la lesión (Fig. 6.22). II 

En E. cali, la reparación por escisión de nucleótídos está catalizada pi - 
los productos de tres genes (uvrA, uvrB, uvrC) que fueron identificados de- 
bido a que las mutaciones en estos loci resultan extremadamente sensibles a 
la luz UV. La proteína UvrA reconoce al ADN dañado y recluta a UvrB r 
UvrC al sitio de la lesión. UvrB y UvrC entonces rompen los extremos 3' y ‘ ' 
del sitio dañado, respectivamente, y por tanto escinden un oligomicleótíu : 
que consiste en 12 o 13 bases. El complejo UvrABC con frecuencia se deno- 
mína escinudeasa, un nombre que refleja su capacidad para escindir un olí- 
gonudeótido. Posteriormente se requiere la acción de una helicasa para el- 
minar al oligonudeótido que contiene el daño de la molécula de ADN de | 
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Figura 6.22 Reparación por escisión 
de nudeótidos de los dimeros de 

ti m i n a . El A DN da ña do os reconocido 
y después cortado a ambos lados del 
dímero de timina por las nudeasas 3' 
y 5'. El desennollamiento por una 
helicasa produce la escisión de un 
oligomidéótido que contiene Jas bases 
dañadas. El espado resultante lo 
rellena la ADN polimerasa y lo une 
una ligasa. 
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Figura 6.23 Reparación mediante 
escisión de nucleótidos en células 
de mamífero. XPC reconoce Las 
lesiones en el ADN (como un dimero 
de Hmidína), lo que induce la unión de 
XPA, RPA y TF11H, que contiene las 
helícasas XPB y XPD, Tras el 
desenrolla™ lento del ADN por XPB y 
XPD, las endonucleasas XPC y 
XPF/ERCCl se incorporan al complejo 
para llevar a cabo la escisión dei ADN 
con eliminación del oligonucleótido 
dañado. La ADN polimerasa rellena el 
hueco así creado que será sellado por 
una ligasa. 


de células XP como sistema experimental para identificar a los genes huma- 
nos reparadores del ADN, La identificación de los genes humanos rep ara 
dores del ADN se ha llevado a cabo mediante estudios no solo con células 
XP, sino con otras dos enfermedades humanas que resultan de defectos es 
la reparación del ADN (Síndrome de Cockayne y trico ti odi strofia) y cc*¡ 
mutantes sensibles a UV procedentes de líneas celulares de roedores L: 
disponibilidad de células de los mamíferos con defectos en la reparados 
del ADN ha permitido la donación de genes reparadores basada en la capa- 
cidad de los alelos de tipo salvaje de restaurar la sensibilidad normal al L~Y 
en las células mutantes mediante ensayos de transferencia de genes, deja- 
do una puerta abierta a los análisis experimentales de reparación por esz- 
sión de nucleótidos en las células de los mamíferos. 

La clonación molecular hasta ahora ha identificado siete genes de repara 
ción diferentes (designados desde XPA hasta XPG) que muta dos en ios ca- 
sos de xeroderma pigmentoso m, como en algunos casos de síndrome c, 
Cockayne, tricotiodistrofia, y mutantes sensibles a la radiación UV de célu- 
las de roedores. Las proteínas codificadas por estos genes de reparación de 
ADN de mamíferos están muy relacionadas con las proteínas codificada- 
por los genes RAD de levaduras, lo que indica que la reparación por escisioi 
de nucleótidos está muy conservada entre los euc anotas. Con la disponiH_- 
dad de genes de reparación de levaduras y mamíferos donados, ha sido po- 
sible purificar las proteínas que codifican y desarrollar sistemas m uífj» pan 
estudiar sus papeles en el proceso de reparación (Fíg. 6.23). El paso inicial de 
la reparación por escisión en las células de mamífero implica el reconoc- 
m lento de alteraciones del emparejamiento de bases por parte de XPC. se- 
guida de la unión cooperativa de XPA, XPC y la protema de unión a ADN át 
hebra sencilla, la proteína de replkación A (RPA: replication protén A) estu- 
diada antes en este capítulo (véase Fig, 6-8) y un factor de transcripción. XPC 
está asociada con un factor de transcripción niultisubunídad d enomina g 
TFÜH, que es necesario para iniciar la transcripción de los genes eucar iotas 
(véase Cap. 7), En algunos casos, XPE puede interv enir también en el recono - 
cimiento de lesiones. Dos de las subunidades de TFITH son las proteínas XF : 
y XPD, que actúan como helícasas para desenrollar aproximadamente 25 pi- 
res de bases de ADN en tomo a la zona de lesión. La proteína XPG es enton- 
ces reclutada ai complejo, seguido del reclutamiento de XPF formando ur 
heterodímero con ERCC1 (una proteína de reparación identificada en células 
de roedor sensibles al UV), XPF1/ERCC1 y XPG son endonucleasas, 
cortan el ADN en los extremos 5' y 3' de la región dañada, respectivamente 
Estos cortes escinden un oligonucleótido que consiste en aproximadamente 
30 bases. El hueco resultante es a continuación rellenado por la ADN polime- 
rasa Ó (en asociación con RFC y PCNA) y sellado mediante una ügasa. 

A pesar de que el ADN dañado puede reconocerse a lo largo del genom z 
una alternativa a la reparación por escisión de nucleótidos, denominada re- 
paración acoplada a la transcripción, está dedicada específicamente a la re 
para ción de lesiones en genes que son transcritos activamente (Fig, 6.24 
Una conexión entre la transcripción y la reparación fue sugerida por prime- 
ra vez por experimentos que mostraban que las hebras de ADN transen!., 
son reparadas más rápidamente que las hebras no transcritas tanto en £. coi 
como en células de mamífero. Puesto que las lesiones del ADN bloquean h 
transcripción, este acoplamiento de la reparación a la transcripción se cre^ 
ventajoso permitiendo a la célula reparar preferentemente las lesiones áe 
los genes que se expresan activamente. Tanto en E. coli como en células d^ 
mamífero, el mecanismo de acoplamiento de la reparación a la transcrip- 
ción implica el reconocimiento de la ARN polimerasa detenida en una le- 
sión de la hebra de ADN que se está transcribiendo. En E, coli, la ARN poli- 
merasa detenida es reconocida por una proteína denominada factor de 
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Figura 6.24 Reparación acoplada a la transcripción en células de mamífero. 

La ARN polimerasa se detiene debido a la presencia de una lesión (p. ej., un dímero 
te tirmdina) en la hebra transcrita del ADN, La polimerasa detenida recluta a CSA 
\ CSB hacia la lesión, las cuales reclutan, a su vez, a XPA, RPA y TFI1H, y la 
reparación medíante escisión tiene lugar del modo descrito en la Figura 623, 


acoplamiento de la reparación a la transcripción, que desplaza a la ARN pol- 
ímera sa y recluta a la esdnucleasa UvrABC a la zona de la lesión. En las cé- 
lulas de mamífero, la reparación acoplada a la transcripción implica el reco- 
nocimiento de la ARN polimerasa por parte de dos proteínas (CSA y CSB) 
:ue están codificadas por los genes responsables del síndrome de Cockay- 
ne. Al contrario que en pacientes con xeroderma pigmentoso, los pacientes 
con el síndrome de Cockavne son deficientes específicamente en la repara- 
ción acopiada a la transcripción, lo que es consistente con el papel de CSA y 
CSB como factores acopladores de la reparación a la transcripción, Tras el 
reconocimiento de la polimerasa de ARN detenida, las proteínas CSA y CSB 
reclutan a XPA, RPA y TF11H hacia la lesión del ADN y se produce una re- 
paración por escisión de nucleótidos del modo descrito en la Figura 6.23. 

Un tercer sistema de reparación reconoce a las bases no complementarias 
que se incorporan durante la repiicación del ADN. Muchas de estas bases no 
complementarias se eliminan por la actividad de la doble lectura de la ADN 
polimerasa. Las que se pierden son el objetivo de una corrección posterior 
por parte del sistema de reparación no complementaria, que barre de nuevo 
ai ADN replicado. Si se encuentra una no-complementariedad, las enzimas 
de este sistema de reparación son capaces de identificar y escindir la base no 
:omplementaria específicamente de la hebra de ADN recién replicada, per- 
mitiendo que se corrija el error y la secuencia original sea reemplazada. 

En E> coli , la capacidad del sistema de reparación no complementaria 
para distinguir la hebra de ADN parental de la hebra de ADN recién sinte- 
tizada se basa en el hecho de que el ADN de esta bacteria se modifica por la 
trefilación de los residuos de adenina en la secuencia GATC para formar 6- 
metiladenina (Fig, 625). Puesto que la mediación ocurre después de la re- 
r litación, las hebras de ADN recién sintetizadas, no están motiladas y pue- 
den ser reconocidas específicamente por las enzimas del sistema de 
reparación no complementaria. La reparación no complementaría se inicia 
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Figura 6.25 Reparación de apareamientos en E. coli r El sistema de reparación de 
apareamientos detecta y escinde las bases desapareadas en el ADN recién replicado, 
que se diferencia de la hebra parental debido a que todavía no ha sido motilada, 
MutS se une a la base desapareada, seguido de MutL. La unión a MutL activa a 
MutH, que rompe a la hebra no modificada opuesta al sitio de la metil ación. MutS y 
MutL, junto con una helicasa y una exonudeasa, escinden la porción de la hebra no 
modificada que contiene el desapareamiento. La ADN polimerasa rellena el espado 
que finalmente queda unido por la ligasa. 
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MEDICINA MOLECULAR 


Cáncer de colon y reparación del ADN 


Enfermedad 

Los cánceres de colon y rec to 
(cánceres colorrectales) son uno de los 
tipos de cánceres más comunes en los 
países industrializados, contando con 
cerca de 1 50-000 casos de cáncer cada 
año en Estados Unidos 
(aproximadamente un 10% de la 
incidencia total del cáncer). La 
mayoría de los cánceres de colon (al 
igual que otros tipos de cáncer) no 
son enfermedades hereditarias; es 
decir, que no se transmiten 
directamente de padres a hijos. Sin 
embargo, se han descrito dos formas 
hereditarias de cáncer de colon. En 
estos dos síndromes, la herencia de 
un gen susceptible al cáncer presenta 
un potencial muy alto de desarrollar 
cáncer» Una de las formas heredadas 
de cáncer de colon (poliposls 
adenoma tosa familiar) es 
extremadamente rara, representando 
menos del 1% de la incidencia total 
del cáncer de colon. La segunda 
forma heredada del cáncer de colon 
(cáncer colorrectal hereditario no 
poliposo, o HNPCC) es más común y 
representa alrededor del 15% de 
todos los casos cáncer de colon. 
Además, el HNPCC es una de las 
enfermedades hereditarias más 
comunes, afectando a una de cada 200 
personas. Aunque los cánceres de 
colon son la manifestación más clara 
de esta enfermedad, los individuos 
afectados también sufren un 
incremento de la incidencia de otros 
tipos de cáncer, como son el cáncer de 
ovario y endometxio. 

Bases moleculares y celulares 

Igual que otros cánceres, el cáncer 
colorrectal es el resultado de 
mutaciones producidas en genes que 
regulan la proliferación celular, 
conduciendo al crecimiento 
incontrolado de las células 
cancerígenas. En la mayoría de los 
casos estas mutaciones ocurren de 
forma esporádica en las células 
somáticas. En los cánceres 
hereditarios, sin embargo, las 


mutaciones de la línea germinal 
predisponen al individuo a 
desarrollar el cáncer. 

En 1993 se produjo un avance 
extraordinario con el descubrimiento 
de que un gen responsable de 
aproximadamente el 50% de los casos 
de HNPCC codificaba a una enzima 
implicada en la reparación de los 
apareamientos en el ADN; este gen es 
un homólogo humano del gen de 
E. coli MutS. Estudios posteriores han 
demostrado que otros tres genes, 
responsables de la mayoría de los 
casos restantes de HNPCC, son 
homólogos de MutL y que por tanto 
están implicados en el proceso de 
reparación de apareamientos. Los 
defectos en estos genes parecen 
corresponderse con una alta 
frecuencia de mutaciones en otros 
genes celulares, y a su vez con una 
aita probabilidad de que algunas de 
estas mutaciones conduzcan 
eventualmente al desarrollo del 
cáncer por afectar a genes que 
regulan la proliferación celular. 

Prevención y tratamiento 

De manera similar a otras 
enfermedades hereditarias, la 
identificación de los genes 
responsables de HNPCC permite que 
los individuos con riesgo de heredar 
el cáncer sean identificados a través 
de una prueba genética. Además, el 
diagnóstico genético prenatal podría 
ser de vital importancia para los 
portadores de mutaciones HNPCC 
que planean tener descendencia. No 
obstante, los beneficios potenciales de 
3a detección de estas mutaciones no se 
limitan a prevenir la transmisión de 
genes motantes a La siguiente 
generación; su detección también 
puede ayudar a prevenir el desarrollo 
del cáncer en individuos afectados. 

En términos de prevención de la 
enfermedad, una de las características 
claves del cáncer de colon es su 
desarrollo gradual durante varios 
años- El diagnóstico temprano de la 
enfermedad mejora sustancialmente 


las posibilidades de supervivencia da 
paciente. La fase inicial de desarrollo 
del cáncer de colon es el crecimiento 
de pequeños pólipos benignos, que 
con el tiempo se transformaran en 
malignos e invadirán el tejido 
conectivo de su alrededor. Anterior al 
desarrollo de la malignidad, sin 
embargo, los pólipos se pueden 
eliminar qui rúrgicamente con 
facilidad, previniendo de forma eficaz 
el crecimiento de un tumor maligno 
Los pólipos y las primeras fases del 
cáncer de colon se pueden detectar a 
través del examen del colon con un 
tubo delgado iluminado 
(colonoscopia), de manera que la 
colonoscopia frecuente en pacientes 
con HNPCC podría permitir la 
eliminación de los pólipos antes de 
que el cáncer se desarrolle. Además, 
diversos medicamentos se han estado 
probando como inhibidores 
potenciales del desarrollo del cáncer 
de colon, podiendo resultar un gran 
beneficio para los pacientes con 
HNPCC, Permitiendo la aplicación 
controlada de tales medidas 
preventivas, la identificación de 
mutaciones responsables de HNPCC 
podría contribuir de manera 
significante a la prevención de la 
enfermedad. 



Un pólipo del colon visualizado por 
colonoscopia. (David M, Martin, 
MD/SPL/ Photo Researches, Inc ) 
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mentaría se descubrió en 1993, cuando dos grupos de investigación clonaron 
aJ homólogo humano de MulS y encontraron que las mutaciones en este gen 
eran las responsables de casi la mitad de todos los casos de HNPCC Estu- 
dios posteriores han demostrado que la mayoría de los casos restantes de 
HNPCC están causados por mutaciones en uno de los tres genes humanos 
que son homólogos a Mu ti. Defectos en estos genes parecen resultar en un: 
elevada frecuencia de mutaciones en otros genes celulares, con una elevad: 
probabilidad correspondiente de que alguna de estas mutaciones fin almena 
desencadene el desarrollo de cáncer 

Síntesis de ADN translesión 

Los sistemas de reversión directa y la reparación por escisión actúan par: 
corregir daños del ADN antes de la replicación, para que la síntesis de ADN 
replica tivo pueda proceder empleando una hebra de ADN no dañada corr o 
molde. Si estos sistemas fallasen, sin embargo, la célula posee mecanismos] 
alternativos para tratar el ADN dañado en la horquilla de replicación. Los 
dímeros de pírimidina y muchos otros tipos de lesiones no pueden copiara 
por la acción normal de las ADN polímerasas, así que la replicación se blo- 
quea en puntos con dichas lesiones. Sin embargo, las células también po- 
seen varias ADN polímerasas especializadas capaces de replicar a través de» 
un punto de ADN dañado. La replicación del ADN dañado por estas poh- 
merasas especializadas, denominada síntesis de ADN translesión, propc 
dona un mecanismo por el que la célula puede cuentear la lesión del ADN 
en el horquilla de replicación, que puede ser corregido tras completar la re 
p litación. 

La primera ADN polimerasa especializada responsable de síntesis 
ADN translesión fue descubierta en E. cali en 1999. Esta enzima, denomina- 
da polimerasa V, es inducida en respuesta a una extensa irradiación LA' i 
puede sintetizar una nueva hebra de ADN opuesta a un dímero de tirr :n¿ 
(Fig. 6,27). Otras dos ADN polimerasas de E. coii , las polímerasas H y T\' ^ 
inducen de forma similar por el ADN lesionado y funcionan en simes 
translesión. Las células eucarióticas también contienen múltiples ADN p c- 
merasas especializadas, y se han descrito, al menos, cinco enzimas que 
tervienen en la síntesis translesión en las células de mamífero. Estas polirr*- 
rasas especializadas sustituyen a la polimerasa normal que ha queda - : 
detenida ante una lesión dei ADN. Son capaces de hacer proseguir la sínfc* 
sis en el lugar de la lesión, después de lo cual serán sustituidas de nuev* 
por la polimerasa replica ti va normal. 

Todas las ADN polimerasas especializadas muestran una baja fidelidad 
cuando copian ADN no dañado y carecen de la actividad correctora 3' — r 
(véase Fig. ó. 11), por lo que sus tasas de error son entre 100 y 10.000 veces 
mayores que las tasas de error de las ADN polimerasas replicativas nonr^ 
les (como la polimerasa MI en E. cali o las polimerasas 5 y e en células euca- 
rióticas). No obstante, poseen una cierta selectividad en la inserción de a 
base correcta en la posición opuesta a algunos tipos de lesiones del ADN. 
aunque tienden a cometer errores ai insertar bases en la posición opuesta ¿ 
otras variantes de daños o al sintetizar ADN a partir de un molde non-ai 
sin lesiones. 


Figura 6.27 Síntesis de ADN translesión. La replicación normal es bloqueada 
por un dímero de tintina, pero las ADN polimerasas especializadas como la 
polimerasa V (pol V) reconocen y continúan la síntesis de ADN a lo largo de la 
lesión. Es posible entonces reanudar la replicación mediante la ADN polimerasa 
replica ti va normal y el dímero de timidina eliminado posteriormente por 
reparación de escisión de mideótidos. 
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Figura 6.28 Reparación de roturas 
de doble hebra. La radiación 
ionizante y algunos agentes químicos 
inducen roturas de doble hebra en el 
ADN. Estas roturas pueden ser 
reparadas por recombinación 
homologa con un cromosoma normal, 
dando lugar a la restauración de la 
secuencia original de ADN. Por el 
contrario, los extremos de la molécula 
rota pueden ser reunidos, con una 
frecuente pérdida de bases en tomo al 
punto dañado. 


^ Bases perdidas 



Reparación libre de errores Pérdida de bases en los extremos 


Reparación de roturas de doble hebra 

Las roturas de doble hebra representan una variante especialmente peligro- 
sa de daños del ADN, ya que la presencia de roturas en ambas hebras deí 
ADN interrumpe la continuidad de dicha molécula (Fig. 6.28). Estas roturas 
^catenarias se producen de manera natural en el transcurso de la replica- 
non del ADN, por ejemplo, cuando la ADN polimerasa se topa con una ro- 
tura en la hebra molde de ADN en la horquilla de replicación. Por otra par- 
re la radiación ionizante (como los rayos X) y algunos compuestos 
químicos que dañan el ADN a través de la creación de roturas en ambas fie- 
rras pueden producir roturas de doble hebra. 

Las roturas bk aleñarías afectan a ambas hebras del ADN, por lo que no 
son susceptibles de reparación mediante mecanismos basados en la síntesis 
de ADN en el fragmento dañado. Por ello, la reparación de las roturas de 
d ?ble hebra tiene lugar a través de un mecanismo especial. Ja reparación re- 
:omb materia, gracias a la cual se unen de nuevo las hebras rotas. Se cono- 
cen dos vías principales de reparación recombinatoria (véase Fig. 6.28). La 
recombin ación con secuencias homologas de ADN de un cromosoma intac- 
to idescrita de forma detallada en la siguiente sección de este capítulo) pro- 
porciona un mecanismo de reparación de estas lesiones y permite restable- 
cer la secuencia normal de ADN. En las células eucarióticas, este 
mecanismo de reparación tan solo actúa tras la replicación del ADN mien- 
tras permanecen unidas entre sí las cromátidas hermanas recién sintetiza- 
das (véase Fig. 5.18). Por otra parte, las roturas de doble hebra pueden re- 
pararse simplemente mediante la unión de los extremos rotos de una 
molécula sencilla de ADN, aunque este mecanismo se asocia a una tasa alta 
de error debido a la deleción de bases en torno al punto dañado. Cabe des- 
tacar que uno de los genes responsables del cáncer de mama hereditario 
ERCA2) codifica una proteíha que participa en ía reparación de roturas bí- 
:atenarias mediante recombinación homologa, lo que sugiere que las ano- 
malías en esta modalidad de reparación del ADN podrían relacionarse con 
el desarrollo de uno de los tipos de cáncer más frecuentes en la mujer. 
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Recombinación entre secuencias homologas de ADN 

La replicación exacta del ADN y la reparación de los daños en el ADN ^4 
sultán esenciales para ei mantenimiento de la información genética y m 
transmisión fiel de padres a hijos, Como se ha analizado en la sección ard 
rior, la recombinación es un mecanismo importante de reparación del ADB 
dañado. Adicional mente, la recombinación es clave para la generación M 
diversidad genética, que es crítica desde el punto de vista de la evoluocJ 
Las diferencias genéticas entre los individuos proporcionan el materj 
esencial de partida para la selección natural, que permite a las especies om 
lucionar y adaptarse a los cambios de las condiciones ambientales. La 
combinación juega un papel importante en este proceso permitiendo a » 
genes distribuirse en diferentes combinaciones. Por ejemplo, la rccomb:r¿- 
cíón genética resulta del intercambio de genes entre los pares de crom . ^si- 
mas homólogos durante la meiosis y cobra una importancia clave en la se- 
gregación cromosómica durante la meiosis 1 (como se comenta en el Cap > . 
Además, la recombinación está implicada en la reorganización de secv re- 
cias específicas de ADN que alteran la expresión y la función de algunos ci- 
nes durante el desarrollo y la diferenciación. Por tanto, la recombinaaái 
desempeña papeles importantes en la vida de las células de un i n divido * 
en la de los organismos, al igual que contribuye a la diversidad gene tic; át 
las especies. 

Esta sección analiza el mecanismo molecular de la recombinación ho- 
mologa, que implica el intercambio de información entre moléculas áe 
ADN que comparten homología de secuencia a lo largo de cientos de 
Los ejemplos incluyen la recombinación entre cromosomas emparejad* 
durante la meiosis además de la recombinación homologa que tiene lu 
durante la reparación del ADN. Puesto que esta forma de recombina::» 
implica el intercambio de información genética entre dos moléculas homéj 
logas de ADN, no se altera la organización global de los genes en un crome- 
soma. Otros tipos de recombinación, sin embargo, no requieren secuer .; 
homologas extensas y por tanto pueden producirse entre moléculas ADN 
no relacionadas. Este tipo de recombinación conduce a la reorganización zt 
genes, que se discutirá más tarde en este capítulo. 

Modelos de recombinación homologa 

La recombinación resulta de la rotura y reunión de dos moléculas de ADN 
parentales, dando lugar a una reordenación de la información genética 3* 
los dos cromosomas parentales. Durante la recombinación homologa, es: 
tiene lugar sin ninguna otra alteración de la información genética. Así r uxfl 
pregunta crítica es: ¿cómo pueden romperse dos moléculas parentales : 
ADN exactamente en el mismo punto, de manera que se puedan unir á 
mutaciones resultantes de la ganancia o pérdida de núcleo ti dos en el p lu- 
de rotura? Durante la recombinación entre moléculas de ADN, este aliñe : 
miento se proporciona, como cabe esperar, mediante el apareamiento át 
bases entre las hebras de ADN complementarias (Fig, 6.29). Entre las rr 
léculas de ADN homologas se intercambian hebras simples que están em- 
palmadas las unas a las otras, conduciendo a la formación de una región he- 
terodúplex, en la que las dos hebras de la doble hélice recombinante s< 
derivan de diferentes moléculas progeni toras. Sí la región heterodúpU 


Figura 6.29 Recombinación homologa mediante complementariedad de 
bases. Los ADN parentales se rompen en sitios no coinciden tes, íntercambiáiuL- 
las regiones de hebra simple mediante un apareamiento de bases con las secuericiai 
homologas. El resultado es una región heterodúplex, en la que tas dos hebras de 
ADN se derivan de moléculas parentales diferentes. 
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- gura 6.30 Modelo de Holliday para la recombinación homologa. Los cortes 
¡le hebra simple se introducen en la misma posición en ambas hebras paternas. Las 
hebras cortadas se intercambian mediante compiementariedad de bases, y el 
acimiento produce un intermediario de hebras cruzadas denominado unión de 
BbOiday. 


. ontiene una diferencia genética, el resultado es una progenie de moléculas 
ée ADN que contiene dos marcadores genéticos. En algunos casos, las bases 
no emparejadas en un heterodúplex pueden reconocerse y corregirse me- 
¿. ante los sistemas de reparación de emparejamientos, como discutimos en 
secciones anteriores en este capítulo. La evidencia genética de la formación 
i reparación de estas regiones heterodúplex, obtenida por los estudios de 
^combinación en hongos y en bacterias, condujo al desarrollo de un mode- 
k> molecular de recombinación en 1964. Este modelo, conocido como el 
modelo de Holliday (por Robín Holliday), continuó proporcionando las 
rc^es de la corriente de pensamiento actual sobre los mecanismos de recom- 
r nación, aunque se ha ido modificando con la obtención de nuevos datos. 

La versión original del modelo de Holliday proponía que la recombina - 
non se iniciaba mediante la introducción de cortes en la misma posición en 
lis dos moléculas parentales (Eig. 6.30). Las hebras de ADN con el corte se 
desenrollaban parcialmente, invadiendo cada tina a la otra molécula por me- 
ro de la complementariedad con la hebra sin romper. El ligamiento de las 
hebras rotas producía un intermediario de hebras cruzadas, conocido como 
unión o intermediario de Holliday, que es el intermediario central en la 
recombinación. La demostración directa de la unión de Holliday por micros- 
copia electrónica ha corroborado este modelo de recombinación (Fig. 6.31), 
Una vez que el intermediario Holliday se ha formado, se puede resolver 
cortando y volviendo a unir las hebras cruzadas para producir moléculas 
recombinantes (Fig. 6.32). Esto puede ocurrir de dos maneras diferentes, de- 
pendiendo de la orientación de la unión Holliday, que puede a su vez for- 
mar dos isómeros. En el isómero resultante del intercambio de hebras mi- 
na 1, las hebras cruzadas son aquéllas que se rompieron ai inicio del proceso 
Je recombinación. Sin embargo, la simple rotación de esta estructura pro- 
duce un isómero distinto en el que se cruzan las hebras parentales sin rom- 
per. La solución de estos isómeros tiene consecuencias genéticas diferentes. 
En el primer caso, la progenie de moléculas contiene regiones heterodúplex 
pero no son recombinantes en el ADN que flanquea esta regiones. Si se da la 
somerízadón, sin embargo, el corte y la unión de las hebras cruzadas dan 
;omo resultado una progenie de moléculas que son re combinantes en el 
ADN que flanquea las regiones heterodúplex. La estructura del intermedia- 
rio Holliday proporciona por tanto la posibilidad de generar heterodúplex 
recombinantes y no recombinantes, confirmando los datos genéticos en los 
que se basaba el modelo de Holliday. 

Como se propuso Lnícialmente, el modelo Holliday no explicaba cómo se 
miciaba la recombinación por el corte simultáneo de ambas moléculas pa- 
rentales en la misma posldón. Ahora parece que La recombinación general- 
mente se inicia en las roturas de doble hebra, tanto durante la reparación 
J el ADN como durante la recombinación entre cromosomas homólogos du- 


ugura 6.31 Identificación de la unión de Holliday medíante microscopía 
electrónica. Micrografía electrónica de una unión o intermediario de Holliday que 
:ue detectada durante la recombinación del ADN de p las mi dos en E, col i Debajo se 
muestra una interpretación dibujada de la estructura. La molécula ilustra una unión 
Je Holliday en configu ración abierta como resultado de la rotación del 
intermediario de hebras cruzadas (véase Fig. 6,32). (Cortesía de Huntington Potter, 
L'niversity of South Florida, y David Dressler, University of Oxford). 
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En el modelo de Holliday para la 
recombinación entre dos moléculas de 
ADN de doble hebra homóíogas, el 
proceso comienza con el corte de una 
hebra de cada una de las moléculas, 
seguido de un intercambio de hebra y 
unión de las hebras cortadas en 
moléculas opuestas. 
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Figura 6.32 Isomerizadón y resolución de las uniones de Holliday. Las uninr^s 
o intermediarios de Holliday se resuelven cortando y uniendo las hebras cruzad n- 
Sí se resuelve la unión Holliday formada por el intercambio inicial de hebras, la 
progenie resultante son heterodúplex pero no son recombinantes para ios 
marcadores genéticos fuera déla región heterodúplex. Sin embargo, dos rotaciones 
de la molécula de hebras cruzadas produce un isómero en el que las hebras 
párenteles que no se rompen se cruzan, en lugar de las hebras inidalmente 
cortadas. El corte v la unión de las hebras cruzadas de este isómero producen una 
progenie que es heterodúplex recomb inante. 


rante la meiosís (Fig. 633). Ambas hebras de ADN en la rotura de doble he- 
bra son en primer lugar reseccionadas en dirección 5' a 3' por parte de rm* 
deasas que digieren el ADN, dando lugar a extremos libres sencillos. Ester 
hebras sencillas entonces invaden a la otra molécula paren tal por apare, 
miento de bases homologas, A continuación los huecos son rellenados p 
la síntesis de reparación y las hebras son unidas por ligación para dar lucir 
a una molécula con una intersección doble de Holliday, la cual puede res. 
verse para dar lugar a moléculas heterodúplex recombinantes o no recou 
binantes, como se ha descrito previamente. 

Enzimas implicadas en la recombinación homologa 

La mayoría de las enzimas conocidas por participar en la reeombinadón - 
han identificado mediante el análisis de m otantes defectivos en la recorre 
nación de E. co/i. Estos análisis genéticos han establecido que la recomb ir Li- 
ción requiere enzimas específicas, además de proteínas (como la ADN pe - 
me rasa, ligasa y proteínas de unión al ADN de hebra simple) que función.-- 
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Figura 6.33 Inrciariórr de Ja recombí nación por roturas de dobJe hebra. Ambas 
hebras de ADN son digeridas por nucleasas en el punto de rotura de doble hebra en 
3a dirección 5 f a 3'. A continuación, las hebras sencillas invaden la otra molécula 
narerttal por apareamiento de bases homologas. Ahora los huecos son rellenados 
mediante la síntesis de reparación y sellados mediante ligación, dando lugar a una 
unión de Holliday doble. 


en diversos aspectos del metabolismo del ADN. La identificación de los ge- 
nes requeridos en una recombinacíón eficiente en E. col i se ha seguido de un 
progreso considerable en las células eucariotas, dando lugar al aislamiento 
y caracterización de proteínas que catalizan la formación y resolución de in- 
tersecciones de Holliday. 

La proteína RecA puede considerarse en tres etapas* En primer lugar, la 
protema RecA se une a ADN de hebra sencilla, tapizando el ADN para for- 
mar un filamento de proteína-ADN (Fig. 6.34)* Puesto que RecA tiene tres 
sitios de unión al ADN diferentes, la proteína RecA unida al ADN de hebra 
sencilla es capaz de unirse a una segunda molécula de ADN de doble hebra, 
formando un complejo entre ambos ADN, Esta asociación inespecífica me- 
diada por RecA está seguida de un apareamiento específico de bases entre 
la molécula de ADN de hebra sencilla y su complementaria. A 
continuación, la protema RecA cataliza el intercambio de cadenas, con la he- 
bra sencilla originalmente tapizada con RecA desplazando a su hebra ho- 
mologa para formar un heterodúplex. 

En las células eucaríóticas, dos proteínas estrechamente relacionadas, 
Rad51 y Dmcl, actúan de forma similar a RecA. RadSl se expresa de mane- 
ra continua, mientras que Dmcl tan solo lo hace durante la meiosis* Ambas 
proteínas se unen al ADN de hebra sencilla para formar filamentos de 
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Figura 6.34 Función de la proterna RecA» RecA se une ínirialmente a un ADN 
hebra simple para formar un filamento de ADN -proteína. La pro teína RecA que 
envuelve al ADN de hebra simple se une a una segunda molécula de ADN de dob ¿ 
hebra para formar un complejo sin apareamiento de bases. Seguidamente se 
produce la complementan edad de bases y el intercambio de hebras, formando una 
región heterodúplex. 


ADN -proteína semejantes a los creados por RecA (Fig. 635) y también pue- 
den catalizar las reacciones de intercambio de hebras in vitro. 

En £. cali, las intersecciones de Holliday se resuelven mediante un com- 
plejo de tres proteínas, RuvA, RuvB y RuvC (Fig. ó 36). RuvA reconoce a 1¿ 
intersección de Holliday y recluta a RuvB, que actúa como un motor qu- 
diríge la migración del punto en el que se cruzan las hebras de ADN, 1 * 
riando así la extensión de la región del heterodúplex y la posición en 
que las hebras cruzadas serán cortas y estarían reunidas. RuvC ahora 
suelve las intersecciones de Holliday cortando las hebras de ADN 
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Figura 6. 35 Filamentos de proteína AON de RecA y Rad5l . Mi orografías 
electrónicas de filamentos formados por la unión de las proteínas RecA de E. coii y 
Rad51 do humanos al ADN. (De S. C West 2003. N ature Rev. Mol. Cell Biol. 4:L 
Cortesía de A. Stasiaky S. West) 


das. La reunión de las hebras cortadas medíante ligación completa el pro- 
ceso, dando lugar a dos moléculas recombmantes. Las células eucariótieas 
no poseen homólogos de las proteínas RuvA, RuvB y RuvC de £. col i. Por 
el contrario, la resolución de las intersecciones de HoHiday en células eu- 
cariotas parece estar mediada por otras proteínas, que siguen sin estar to- 
talmente caracterizadas. Se ha descrito un complejo de endonucleasas de- 
nominado Mus 81 -Emel que podría actuar como resol vasa de la 
intersección de HolÜday en las células eucarióticas, aunque aún no se co- 
noce bien su funcionamiento. 


Reorganización del ADN 

La recombinación homologa da lugar a la reorganización de genes entre pa- 
res de cromosomas sin alterar la disposición de los genes en el genoma. Por 
el contrario, otros procesos recombinatorios conducen a la reorganización 
del ADN genómico. Algunas de estas organizaciones del ADN son impor- 
tantes para el control de la expresión génica en determinados tipos de célu- 
las; otros pueden desempeñar un papel evolutivo al contribuir con la diver- 
sidad genética. 

El descubrimiento de que los genes son capaces de moverse a diferentes 
localizaciones surgió a raíz de los estudios de Barbara McClintock con maíz 
en los años cuarenta. Basada estrictamente en análisis genéticos, McClin- 
tock describió nuevos elementos genéticos que podían moverse a distintas 
localizaciones en el genoma y que alteraban la expresión de los genes adya- 
centes. Sin embargo, tuvieron que pasar cerca de tres décadas después del 
descubrimiento de McClintock hasta que la mayoría de los científicos acep- 
taran el descubrimiento de elementos transposables en bacterias y la noción 
de elementos genéticos móviles. Actualmente se reconocen diversos tipos 
de reorganizaciones del ADN, incluyendo la transposición de los elementos 
inicial mente descrita por McClintock, en las células procariotas y encanó- 
las, Es más, en la actualidad se sabe que los elementos transponibles consti- 
tuyen una gran fracción de los genomas de animales y plantas, incluyendo 
casi la mitad del genoma humano. 


Unión o intermediario de Holíiday 




Roturada las hebras 
cruzadas 1 r 


RuvC 



Figura 6.36 Migración de ramas y 
resolución de las uniones o 
intermediarios de HoHiday, Dos 

proteínas de E culi (RuvA y RuvB) 
catalizan el movimiento del punto 
donde las hebras se cruzan en las 
uniones de Holíiday (migración de 
ramas). RuvC resuelve las uniones 
de Holíiday rompiendo las hebras 
cruzadas, que son unidas por una 
ligasa. 
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ligeras 

Cadenas 4i "' 
pesadas L_ 


Figura 6.37 Estructura de una 
ínmunaglubulina. Las 

ínmunoglobu linas se componen de dos 
cadenas pesadas y dos cadenas ligeras, 
unidas por puentes di sulfuro. Las 
cadenas pesadas y ligeras presentan 
regiones variables y constantes. 


(^jb_ 


Animación web 


Genes de las cadenas ligeras 

Durante el desarrollo de las células B, la 
recom bi nación específica de lugar une 
regiones de los genes de las cadenas 
ligeras de inmunogíobulinas, dando 
lugar a la producción de cadenas ligeras 
de inmunoglobulina únicas. 


m 


Animación web 


Genes de las cadenas pesadas 

Durante el desarrollo de las células B r la 
recombinación específica de lugaF une 
regiones de los genes de las cadenas 
pesadas de snmunoglobulina, dando 
lugar a la producción de cadenas 
pesadas de ¡nmufioglobulina únicas. 


Recom bi nación específica de sitio 

Contraria a La re combinación homo Loga, que ocurre en cualquier región 
secuencia homologa, la recombinación específica de sitio se da entre 
cuencias específicas de ADN, que normalmente son homologas en tan so 
una franja estrecha de ADN. La interacción principal en este proceso es 
mediada por proteínas que reconocen las secuencias específicas diana d 
ADN en lugar de la complementa riedad de bases. La recombinación espe 
fica de Lugar da ocasión, por tanto, a reordenamientos programados d 
ADN que pueden jugar papeles importantes en el desarrollo y regula ci 
de la expresión génica. 

El desarrollo del sistema inmune de vertebrados, que reconoce las su 
tandas extrañas (antígenos! y proporciona protección frente a agentes ir 
fecciosos, es un gran ejemplo de la recombinación específica de tugar en lt - 
en cariotas superiores. Hay dos clases principales de respuesta inmune, que 
están mediadas por linfocítos B y T, Los linfocítos B secretan anticuerpo 
(ínmunoglobu linas) que reaccionan con antígenos solubles; los iiniodtos ' 
expresan proteínas de superficie celular (denominadas receptores de céle 
las T) que reaccionan con antígenos expresados en la superficie de otras cé- 
lulas. La característica clave tanto de las Ínmunoglobu linas y de los recepto- 
res de células T es su enorme diversidad, que permite que diferent 
anticuerpos o moléculas receptoras de células T reconozcan una amplía 
gama de antígenos extraños. For ejemplo, cada individuo es capaz de pro- 
ducir más de 10 IJ moléculas de anticuerpo diferentes, que excede con creces 
el número total de genes presentes en los genomas de mamíferos (20.00 - 
25.000). En lugar de estar codificados en el DN germinal, estos diversos an- 
ticuerpos (y receptores de células T) están codificados por el sistema inmu- 
ne como resultado de una recomb inación específica de lugar entre distint - 
segmentos de los genes de ínmunoglohulmas y receptores de células T. 

El papel de la recombinación de sitio específico en la formación de los ge- 
nes de las ínmunoglobu linas lo demostró por primera vez Susumu Tonega 
wa en 1976, Las ínmunoglobu linas consisten en pares de cadenas de nu- 
cleótidos pesadas y ligeras idénticas (Fig. 6.37), Las cadenas pesadas 
ligeras se componen de regiones C-terminal constantes y regiones M-termí- 
nal variables. Las regiones variables, que contienen diferentes secuencias de 
aminoácidos en diferentes moléculas de Ínmunoglobu Linas, son las respon- 
sables de la unión con el antígeno, y es la diversidad de las secuencias de 
aminoácidos de las regiones variables las que permiten a los anticuerpos ó¿ 
un individuo reconocer a antígenos únicos. Aunque cada individuo es c;- 
paz de producir un vasto espectro de anticuerpos distintos, cada linfocito E 
produce un solo tipo de anticuerpo. El descubrimiento clave de Tonegav. i 
fue que cada anticuerpo está codificado por genes únicos formados por re 
combinación específica de sitio durante el desarrollo de los línfocitos B. Es- 
tas reorganizaciones genéticas crean diferentes genes de inmunoglobulina.- 
en los diferentes linfocítos B del individuo, de manera que la población 
aproximada de 1 0 11 linfocítos B en el cuerpo humano incluye células capa- 
ces de producir anticuerpos en contra de una gran diversidad de antígenos 

Los genes que codifican las cadenas ligeras de las ínmunoglobu Un 
constan de tres regiones: una región V que codifica entre 95 y 96 aminoáei- 
dos N-terminales de la región polipeptídica variable; una región de unión 
(J) que codifica entre 12 y 14 aminoácidos C-terminales de la región poli- 
peptídica variable; y una región C que codifica a la región polipeptídica 
constante (Fig, 638). La dase principal de genes que codifican la cadena 
ligera en el ratón se forman por la combinación de aproximadamente 1 5C 
regiones V y cuatro regiones J con una sola región C, La recombinación es- 
pecífica de sitio durante el desarrollo de los linfocítos conduce a la reorgani- 
zación del gen en la que una sola región V se recombina con una sola región 
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^ ADN vi 




ADN reorganizado en el linfocíto B 



| Reorganización del gen 



Transcrito primario 


. 1 -I 

V3 J3 



| Escisión 

ARNm de ia inmnnogl obu lina I t~~- I ~ ~l 
V3 J3 C 

para generar un gen de cadena ligera funcional. Diferentes regiones V y j 
se reorganizan en diferentes linlocifos B, de modo que las combinaciones 
cosibles de 150 regiones V con 4 regiones J pueden generar aproximada- 
cien te 600 (4 x 150) cadenas ligeras únicas. 

Los genes de las cadenas pesadas incluyen una cuarta región (conocida 
como la de diversidad, o región D), que codifica los aminoácidos situados 
entre las regiones V y J (Fig. 639), El ensamblaje del gen funcional de la ca- 
dena pesada requiere dos procesos de recombinación: Una región D se re- 
combina con una región J, y después una región V se recombina con el seg- 
mento recombinado DJ, En el ratón, existen alrededor de 150 regiones V de 
cadena pesada, 12 regiones D, v 4 regiones J, por lo que el número total de 


Figura 6.36 Reorganización de los 
genes de cadena ligera de las 
inm un oglobulinas. Cada gen de 
cadena ligera (se ilustran las cadenas 
ligeras k del ratón) consta de una 
región constante (C), una región de 
unión (J) y de lina región variable (V), 
Existen aproximadamente 150 regiones 
V diferentes, que están separadas de J y 
C por unas 20 kb en la íinea germinal 
del ADN, Durante el desarrollo de los 
Untadlos B, la recomb marión específica 
de sitio une una de las regiones V a una 
de las cuatro regiones ]. Esta 
reorganización activa la transcripción, 
resultando la formación de un 
transcrito primario que contiene la 
región organizada VJ junto con las 
reglones J y C restantes. Las regiones ] 
no utilizadas y los intrones entre } y C 
se eliminan por escisión, produciendo 
un ARNm funcional. 


Linea germinal del AON 
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Unión de los segmentos □ y J 
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Unión de V al segmento DJ 


ADN organizado en el linfocíto B 


11 


VI V2S D5 J2 J3 J4 C 

Transcripción 


Transcrito primario I 


V25 D5 J2 J3 J A 

i Escisión 


AHNm í Th T ~~l 
V25 D5 J2 C 


Figura 6.39 Reorganización 
de los genes de cadena 
pesada de las 
inmunoglobulinas. Los 

genes de la cadena pesada 
contienen regiones D además 
de regiones V, j y C. Primero 
se unen los segmentos D y J. 
Después se une un segmento 
V a la región ya organizada 
Dj Los intrones en (re j y C se 
eliminan por escisión para 
dar el ARNm de la cadena 
pesada. 
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Contexto 

La capacidad del sistema inmune de 
los vertebrados para reconocer a una 
variedad infinita de moléculas 
extrañas implica que los linfocitos son 
capaces de producir la 
correspondiente vasta diversidad de 
anticuerpos. Ya que esta diversidad 
de anticuerpos es la clave del 
reconocimiento inmune, comprender 
el mecanismo mediante el cual 
aparentemente se codifica un numero 
ilimitado de diferentes 
mmunoglobulínas en el ADN 
genómioo es uno de los principales 
temas que trata la inmunología* 
Previamente a los experimentos de 
Hozumi y Tonegawa, la secuendación 
de proteínas de varias 
inmunoglobulinas había demostrado 
que las cadenas ligeras y pesadas se 
componían de distintas regiones 
variables y constantes. Estudios 
genéticos posteriores indicaron que los 
ratones solo heredaban copias simples 
de los genes de la región constante. 
Estas observaciones condujeron a 
proponer que las inmunoglobulinas 
están codificadas por múltiples genes 
de regiones variables que pueden 
asociarse con un gen de región 
constante. El descubrimiento de las 
reorganizaciones genéticas de las 
imminogiobu linas por Hozumi y 
Tonegawa proporcionó la primera 
base experimental para esta hipótesis 
y supuso el inicio del entendimiento 
de la base molecular de la diversidad 
de anticuerpos. 

Experimentos 

Hozumi y Tonegawa probaron la 
posibilidad de que los genes que 
codifican las regiones variable y 
constante de las inmunoglobulinas 


estuvieran unidos a nivel del ADN 
durante el desarrollo de los linfocitos. 
Se aproximaron experimentalmente 
utilizando la digestión por 
endonucleas&s de restricción para 
comparar la organización de las 
secuencias de las regiones variable y 
constante en ADN extraídos de 
embriones de ratón y de células de 
un plasmodtoma de ratón (un tumor 
de linfocitos B que produce una sola 
especie de inmunoglobulinas). 

Los ADN del embrión y el 
plasmodtoma fueron digeridos con la 


endonudeasa de restricción BarciHL 
separándose los fragmentos de 
diferentes tamaños por electroforesís 
en gel de agarosa. El gel se cortó en 
láminas, y el ADN extraído de cada 
lámina fue hibridado con sondas 
marcadas radiactivamente 
preparadas a partir de AKNm de 
inmunoglobulinas aisladas de las 
células del plasmodtoma. Se 
utilizaron dos sondas, 
correspondientes al ARNm completo 
de la imnunoglobu lina O al extremo 3 
del ARNm, compuesto exclusivamer.t- 
de secuencias con regiones constantes 
El resultado fundamental fue la 
obtención de patrones completamente 
distintos para las secuencias de las 
regiones variables y las regiones 
constantes detectadas en el ADN del 
embrión en comparación con los 
encontrados en el ADN del 
plasmodtoma (véase figura). En el 
ADN del embrión, la sonda completa 
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Gel de electrofcresis de los ADN de embrión y plasmodtoma digeridos con BtimHI e 
hibridados con sondas correspondientes ai ARNm completo o a la parte 3' del ARNm del 
plasmodtoma. Los datos están representados tal y como se detectó la radioactividad en 
las moléculas híbridas con ADN en cada pordón de gel. 


EXPERIMENTO CLAVE 


Reorganización de los genes de inmunoglobulinas 


Evidencia de la reorganización somática de genes 
de inmunoglobulina que codifican las regiones variable 
y constante 

Nobumichi Hozumi y Susumu Tonegawa 
Instituto do Inmunología de Basel, Basel, Suiza 
P roa-din gs qfthe National Academy of Sciences, USA , Volumen 73, 
1976, págs. 3625-3632 
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EXPERIMENTO CLAVE 


híbrida con dos fragmentos de 

unas 8,6 y 5,6 kb r respectivamente. 
Solamente el fragmento de 8,6 kb 
híbrida con la sonda 3', sugiriendo 
que el fragmento de 8,6 kb contiene 
las secuencias de la región constante y 
que el fragmento de 5,6 kb contiene 
las secuencias de la región variable, 
For el contrario, ambas sondas 
h ibridan con un solo fragmento de 
3,4 kb en el ADN del plasmocitoma. 

La interpretación de estos resultados 
fue que las secuencias de la región 
variable y constante estaban 
separadas en el ADN del embrión 
pero que se reorganizaron para formar 
un solo gen de inmunoglobulina 
durante el desarrollo del linfocito. 

Impacto 

Los resultados iniciales de Hozunrd y 
Tonegawa, basados en los datos 
relativamente indirectos del mapeo 


con la endonucleasa de restricción, se 
confirmaron y ampliaron a través de 
la clonación y secuencí ación 
molecular de los genes de 
inmunoglobulinas. Estos estudios 
establecieron que estos genes se 
generan por recombinación específica 
de sitio entre distintos segmentos de 
ADN en los lin toritos B. En los 
linfüritos T, reorganizare lentos 
similares del ADN son los 
responsables de la formación de los 
genes codificadores de los receptores 
de células T. Por tanto, la 
recombinadón y las reorganizacones 
genéticas programadas son esenciales 
para el desarrollo del sistema 
inmune. 

Estudios posteriores han 
demostrado que las regiones variables 
de las inmunoglobulinas y los 
receptores de células T se generan 
medíante reorganizaciones de dos o 


tres segmentos 
diferentes de ADN, 

La habilidad de 
estos segmentos 
para recombinarse, 
junto a una 
frecuencia elevada 
de mutaciones 
introducidas en los 
sitios de 

recombinadón, es 
la responsable de la 
diversidad de las 
inmunoglobulinas 
y los receptores de células I, 

El descubrimiento de las 
reorganizaciones genéticas de las 
inmunoglobulinas proporcionó las 
bases para llegar a entender cómo el 
sistema inmune puede reconocer y 
responder a una variedad 
vírtuatmente ilimitada de sustancias 
ajenas. 



cadenas pesadas que se pueden generar mediante los procesos de recombi- 
nadón es alrededor de 7.200 (150 x 12 X 4). 

Las combinaciones entre las 600 cadenas ligeras diferentes y las 7.200 ca- 
denas pesadas diferentes que se han formado por recombinadón especifica 
de sitio pueden generar aproximadamente 4 X IQ- moléculas de inmunoglo- 
buiina diferentes. Esta diversidad aumenta aún más debido a que las unio- 
nes entre los segmentos genéticos de las inmunoglobulinas a menudo im- 
plican la pérdida o ganancia desde uno hasta varios núcleo tidos, como se 
comenta más adelante. Las mutaciones que resultan de estas delaciones e 
inserciones incrementan la diversidad de las regiones variables de las inmu- 
noglobulinas más de 100 veces, correspondiendo con la formación de unas 
HE cadenas ligeras diferentes y 1 0* 1 cadenas pesadas, que pueden combinar- 
se después para formar aproximadamente 10 11 anticuerpos distintos. 

Los receptores de las células T de forma similar se componen de dos ca- 
denas (llamadas a y (3), cada una de ellas presentando regiones variables v 
constantes (Fig, 6,40). Los genes que codifican estos polípéptidos se generan 
por la recombinadón entre los segmentos V y ] (la cadena ct) o entre los seg- 
mentos V, D y J (la cadena (i), análogamente a la formación de los genes de 
las inmunoglobulinas. La recombinadón específica de sitio entre los distin- 
tos segmentos de ADN, en combinadón con las mutaciones introducidas 
durante la recombinación, genera un grado de diversidad de los receptores 
de células T similar al de las inmunoglobulinas. 

La recombinadón V(D)J está mediada por un complejo de dos proteínas, 
denominadas RAGl y RAG2, que se expresan específicamente en linfocitos. 
Las proteínas RAG reconocen las secuencias señal de recombinadón (RS) 
adyacentes a las secuencias codificadoras de cada segmento, e inician las 
reorganizaciones de ADN introduciendo una rotura de doble hebra entre 
las secuencias RS y las secuencias codificantes (Fig. 6.41). A continuación, se 
unen los extremos codificantes de los segmentos génicos para dar lugar a 
un gen reorganizado de inmunoglobulina o receptor de células T. Ya que es- 


Cadena a Cadena p 



Membrana plasmática 


Figura 6.40 Estructura de un 
receptor de células T, Los receptores 
de células T se componen de dos 
cadenas polipeptídicas (a y p) que 
atraviesan la membrana plasmática y 
que están unidas por puentes 
disulfuro. Las cadenas a y p se 
componen de regiones variables y 
constantes. 
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Figura 6.41 Recombinatión V(0)1 

Los segmentos codificadores de los 
genes de las inmimoglobulínas y los 
receptores de células T (p. ej., un 
segmento V y D) están flanqueados 
por secuencias señal de recombinación 
cortas (RS), opuestamente orientadas 
en los extremos 5 r y 3 * de las secuencias 
codificadoras. Las R5 son reconocidas 
por un complejo de proteínas de 
recombinación específica de linfccitos 
RAG1 y RAG2, que rompen el ADN 
entre las secuencias codificadoras y las 
RS. l.as hebras codificadoras rotas se 
unen para producir un segmento del 
gen reorganizado. Las mutaciones 
resultan de la perdida de bases en los 
extremos durante la unión no 
homologa de los extremos, además de 
la adición de bases por parte de la 
desoxinucleoti d i I trans f crasa , 


V RS 

EEE3 



I Unión de 
I RAG1/RAG2 


| Escisión 



Delaciones debidas a la unión 
no homologa de los extremos 

Bases añadidas por la transferasa 
de desoxínucleótidos terminales ^ 


Unión de las hebras 
codificantes rotas 



■ Mutaciones en los genes que 
codifican para RAG1 y RAG2 
pueden dar lugar a la 
inmunodefidencia combinada 
severa {SC1D: severe combined 
immunodeficiency) . Estos 
pacientes nacen sin un sistema 
inmune funcional y desarrollan 
Infecciones letales si se les deja sin 
tratamiento. Los tratamientos 
incluyen vivir en un ambiente libre 
de gérmenes (en «burbujas» de 
plástico), trasplante con células 
madre que dan lugar a un sistema 
inmune funcional, y terapia génica. 


tas roturas de doble hebra son unidas mediante un proceso de unión de ex- 
tremos no homólogo (véase Fíg. 6.28), la reacción de unión es acompañada 
de una frecuente pérdida de nucieótldos. Adicionalmente, los linfocitos 
contienen una enzima especializada (desoxinucleoti díí transferasa terminal ) 
que añade nucieótldos al azar a ios extremos de las moléculas de ADN, de 
modo que las mutaciones correspondientes tanto a la pérdida como a la ga- 
nancia de núcleo tidos son introducidos durante la reacción de unión. Como 
se ha indicado anteriormente, estas mutaciones contribuyen sustancialmen- 
te a la diversidad de las inmimoglobulinas y receptores de células T. 

Se genera incluso más diversidad de anticuerpos tras La formación de ge- 
nes de inmunogJobulina reordenados mediante dos procesos que tienen lu- 
gar sólo en los linfocitos B; la recombinación de cambio de clase y ía hiper- 
mutación somática. La recombinación de cambio de clase resulta en la 
asociación de regiones reordenadas V(D)J con diferentes regiones constan- 
tes de cadenas pesadas, generando la producción de anticuerpos con distin- 
tos papeles funcionales en la respuesta inmune. Los mamíferos producen 
cuatro clases diferentes de im un oglobulinas — IgM, LgG, TgE e IgA — con 
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cadenas pesadas codificadas por una región variable unida a las regiones 
constantes Cu, Cy, Ce y Ca, respectivamente. Adicionalmente, hay varias 
subclases de IgG, que están cod idead as por distintas regiones Cy. Las dife- 
rentes clases de inmunogl obu linas están especializadas para eliminar anfi- 
sueños de diferentes formas. La IgM activa el complemento (un grupo de 
proteínas séricas que destruyen las células i n vaso ras y los virus), de modo 
que los anticuerpos IgM son una primera linea de defensa efectiva frente a 
infecciones bacterianas o víricas. Los anticuerpos IgG, las i nmunoglo bu li- 
nas más abundantes en suero, no sólo activan el complemento sino que 
rambién se unen a receptores presentes en la superficie de células fagodti- 
:as. Adicionalmente, ios anticuerpos IgG pueden cruzar la placenta desde 
U circulación materna, proporcionando protección inmunoiógica al feto. 
Los anticuerpos IgA son secretados en una diversidad de fluidos corpora- 
les, como el moco nasal y la saliva, donde pueden unirse y eliminar bacte- 
rias invasores o virus para prevenir una infección. Los anticuerpos IgA tam- 
bién son secretados en la leche materna, de modo que proporcionan 
protección inmunoiógica a los recién nacidos. Los anticuerpos IgE son efec- 
tivos en la protección frente a infecciones parasíticas, y también son la dase 
de anticuerpos responsables de las alergias. 

El reordenamiento V(D)J inicial produce una región variable unida a Cp, 
resultando en la producción de anticuerpos IgM. La recombinación de cam- 
bio de clase a continuación transfiere una región variable reordenada a una 
nueva región constante, con la deleción del ADN intermedio (Fig. 6.42). La 
recombinación tiene lugar entre las secuencias altamente repetidas en las 
regiones de cambio (5: switch región) que se localizan inmediatamente antes 
ríe cada región C. Las regiones de cambio son de 2-10 kb de largo y la 
recombinación puede tener lugar en cualquier parte de estas regiones, de 
modo que el cambio de clase es descrito de forma más correcta como un 
evento específico de región en lugar de específico de lugar. Puesto que las 
regiones de cambio se encuentran dentro de intrones, el punto preciso en 
que se produce la recombinación de cambio de clase no afecta a la secuencia 
codificadora de la inmunoglobulina. 

La hipermut ación somática incrementa la diversidad de inmunoglobulí- 
nas produciendo múltiples mutaciones dentro de las regiones variables 
reordenadas tanto de las cadenas ligeras como de las cadenas pesadas. Es- 
ras mutaciones, principalmente sustituciones de una sola base, tienen lugar 
:on frecuencias tan elevadas como 10' 3 , aproximadamente un millón de ve- 
ces más que las tasas normales de mutación espontánea. Dan lugar a la pro- 
ducción de inmunoglobulinas con una afinidad por el antígeno sustancial- 
mente incrementada, y por tanto, son una contribución importante para 
una respuesta inmune efectiva. 

La recombinación de cambio de 
dase y la hipermutación somática son 
tipos nuevos de alteraciones genéti- 
cas programadas, y los mecanismos 
moleculares implicados son áreas de | j [ 1 1 

investigación muy activa. Un jugador vdJ 
clave en ambos procesos es la enzima 
denominada deaoi inasa inducida 
por activación (AID: activation-in- 
duced de aminase), que fue descubier- 
ta por Tasuku Honjo y sus colabora- 
dores en 1999. AID se expresa 
solamente en linfocitos B, y es necesa- 
ria tanto para la recombinación de 
cambio de clase, como para ia hiper- 


FÉgura 6.42 Recombinación por 
cambio de dase. El cambio de dase 
tiene lugar mediante recombinación 
entre regiones repetidas de cambio (5) 
que se encuentran antes de una serie de 
regiones constantes (C) en ei locus de la 
cadena pesada (se muestra el locus de 
ratón). En el ejemplo mostrado, una 
región V(D)J es transferida de Cg a Cyl 
mediante la recombinación entre las 
regiones de cambio Sji y Syl r El ADN 
intermedio es escindido en forma de una 
molécula circular. 
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mutación somática. AID cataliza la deam machón de citosina en AON par: 
formar tiradlo (Fig. 6.43), Esta acción resulta en la conversión de C -> O er 
las regiones variables y regiones de cambio de los genes de inmtinoglobu li- 
na, dando lugar a la recombinadón de cambio de clase y a la hipermutación 
somática, respectivamente. Los mecanismos por los que las mutaciones C - 
U estimulan estos procesos no se comprenden por completo, pero un pa* 
importante parece ser la eliminación de U mediante reparación por escisk : 
de bases (véase Fig. 6.21). En las regiones do cambio (que tienen un mayor 
contenido de pares de bases GC) se forman roturas de doble hebra como 
consecuencia de la eliminación de roturas de los residuos de uracilo en las 
hebras opuestas. A continuación, tiene lugar un proceso de reeombmaciói 
de cambio de clase debido a la reparación de estas roturas en distintas regr »~ 
nes de cambio mediante la unión de extremos no homólogos (véase Fie 
6.28). En las regiones variables, se cree que la hipermutación somática po- 
dría deberse a la elevada tasa de errores durante la reparación de mutackv 
nes C U, posiblemente como consecuencia de la reparación efectuada pe: 
ADN p olimera sas especializadas propensas a errores (véase Fig. 6,27). A pe- 
sar de que los detalles de estos procesos sigan sin dilucidarse, resulta e\ - 
dente que AID es una enzima muy interesante con el novedoso papel de in- 
troducir mutaciones en el ADN en estadios específicos del desarrollo. 

Transposición vía intermediarios de ADN 

La recombinación específica de sitio ocurre entre dos secuencias especificas 
que contienen al menos un pequeño centro homólogo. Por el contrario, la 
transposición implica el movimiento de secuencias a través del genonia y 
no requiere secuencias homologas. Los elementos que se mueven por trans- 
posición, como aquellos que describió por primera vez McClintock, se de- 
nominan elementos transponibles, o transposones. Se dividen en dos cia- 
ses generales, dependiendo de si se transponen mediante un 
intermediario de ADN o por un intermediario de ARN, La pri- 
mera dase de elementos transp unibles se discute aquí; la trans- 
posición a través de intermediarios de ARN se considera en : 
próxima sección. 

Los transposones mejor conocidos hasta ahora son los de las 
bacterias, moviéndose todos ellos por medio de intermediarios 
de ADN (Fig. 6,44). Los elementos más simples son las secuencia- 
de inserción (SI), con una variedad de tamaño entre los SÜO y k - 
2.000 núcleo ti dos Las secuencias de inserción se componen sola- 
mente del gen de la enzima que participa en la transposición 
(transposasa) flanqueada por repeticiones invertidas cortas, que 
son los sitios donde actúa la transposasa. 

Las secuencias de inserción se muev en desde im sitio cromos i- 
mico hasta otro sin replicar su ADN, La transposasa introduce 
una rotura simple en el ADN diana y corta en los extremos de las 
secuencias invertidas repetidas dd transposón. Aunque la trans- 
figura 6.43 Modelo del papel de la deaminasa inducida por 
activación (AID) durante la hipermutación somática y la 
recombinación de cambio de dase. AID deamina a C para dar U en el 
ADN. La eliminación de U per parte de la reparación por escisión de 
bases (véase Fig. 6.21) deja un hueco de una sola hebra en el ADN. En 
las regiones variables (V), los errores producidos durante la reparación 
pueden dar lugar a la hipermutación somática, posiblemente resultando 
de la acción de una ADN polímerasa propensa a errores especializada 
(véase Fig. 6.27). En las regiones de cambio (S), la escisión de bases de 
hebras opuestas puede resultar en roturas de doble hebra que estimular 
la recombinadón de cambio de clase. 
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Los extremos protuberantes del ADN 
unido al transposón 


Figura 6.44 Transposones 
bacterianos. Las secuencias de 
inserción (SI) varían entre 800 y 2.000 
nudeótidos y contienen un gen 
codificante déla transposasa 
flanqueada por secuencias repetidas 
invertidas (Rí) de unos 20 nudeótidos. 
La transposasa escinde ambos 
extremos del trartsposóne introduce 
un corte escalonado en el ADN diana. 
Los extremos protuberantes del ADN 
diana son entonces unidos al 
transposón H y ios huecos resultantes de 
los extremos protuberantes en la 
secuencia diana se reparan. Et 
resultado es la formación de 
repeticiones directas y cortas del ADN 
diana (de 5 a ID nudeótidos de 
longitud) flanqueando al transposón 
integrado. 
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posasá actúa específicamente en las repeticiones invertidas del transposón, 
normalmente es menos específica respecto a la secuencia del ADN diana, de 
manera que cataliza el movimiento del transposón a lo largo del genoma. 
'ras el corte del transposón y de los sitios diana del ADN, la transposasa une 
os extremos que cuelgan del ADN diana al elemento transponible. El espa- 
cio resultante en el ADN diana se repara mediante la síntesis de ADN, segui- 
da por el ligamiento a la otra hebra del transposón. El resultado de este pro- 
ceso es una repetición directa corta del sitio diana del ADN a ambos lados 
bel elemento transponible — una marca de ía integración del transposón. 

Este mecanismo de transposición determina el movimiento del transpo- 
són desde un sitio cromosómico a otro. Otros tipos de transposones se mue- 
ven mediante un mecanismo más complejo, en el que el trans posón se repli- 
ca de acuerdo con su integración en el nuevo sitio diana. Este mecanismo 
produce Ja integración de una copia del transposón en una nueva posición 
en el genoma, mientras que la otra copia permanece en su posición original. 

Los transposones que se trasladan medíante intermediarios de ADN se 
encuentran presentes en eucaríotas además de en bacterias. Por ejemplo, el 
genoma humano contiene aproximadamente 300. 000 transposones de 
ADN, que constituyen el 3% del ADN humano. Los elementos transpon!- 
ríes originalmente descritos por McClintock en el maíz se trasladan me- 
diante un mecanismo no replicad vo, al igual que la mayoría de los elemen- 
tos transponibles de otras plantas y animales. De igual manera que los 
rransposones bacterianos, estos elementos se mueven a muchos puntos dia- 
na diferentes a lo largo del genoma. El movimiento de estos transposones a 
sitios no específicos del genoma no parece ser muy ventajoso para las célu- 
as en las que ocurre, pero sin duda ha jugado un papel fundamental en la 
evolución estimulando las reorganizaciones de ADN. 
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En levaduras y protozoos, sin embargo, la transposición a través de un 
mecanismo replica ti vo es responsable de reorganizaciones programadas 
del ADN que regulan la expresión génica, En estos casos la transposición se 
inicia por la acción de una nucleasa específica de sitio que rompe en un sitio 
diana específico, en donde se inserta una copia del elemento transponible. 
Los elementos transponibles son por tanto capaces no solo de moverse a si- 
tios no específicos del genoma, sino también de participar en la reorganiza- 
ción específica de genes determinando cambios programados en la expre- 
sión génica. 

Transposición vía intermediarios de ARN 

La mayoría de los transp osones en las células eucarióticas son retrotranspu- 
sones, que se trasladan vía transcripción inversa de intermediarios de 
ARN, En el hombre, hay casi 3 millones de copias de transposones, consti- 
tuyendo más del 40% del genoma (véase Tabla 3.2). E] mecanismo de trans- 
posición de estos elementos es similar a la repUcaeión de los retro virus, los 
cuales han proporcionado el prototipo de sistema para el estudio de esta 
dase de secuencias de ADN móviles. 

Los retrovims contienen genomas de ARN en sus partículas virales pero 
se replican mediante la síntesis de un provirus de ADN, que se integra en el 
cromosoma de ADN de las células infectadas (véase Fig. 4.13). La enzima 
transcriptasa inversa sintetiza una copia de ADN partiendo del ARN viral 
A través de este mecanismo se produce la síntesis de una molécula de AD\ 
que contiene repeticiones directas de varios cientos de núcleo ti dos en ambos 
extremos (Fig* 6.45). Estas secuencias repetidas, llamadas repeticiones ter- 
minales largas, o LTR (del inglés, iong terminal repeats), surgen de la duplica- 
ción de los sitios del ARN donde se unen los cebadores para comenzar la sín- 
tesis de ADN, El ADN viral linear se integra en el cromosoma de la célula 
huésped mediante un proceso que recuerda a la integración de los elementos 
transponibles. La integración está catalizada por una proteína de integración 
viral y se da en muchas secuencias diana diferentes del ADN celular. La pro- 
teína de integración rompe dos bases antes de los extremos del ADN viral e 
introduce un corte monocatenario en el sitio diana del ADN celular. Los ex- 
tremos colgantes del ADN celular se unen al extremo del ADN viral, y el es- 
pacio es rellenado con la síntesis de ADN. El provirus integrado esta por tan- 
to flanqueado por una repetición directa de las secuencias celulares, similar 
a las repeticiones que flanquean a los transposones de ADN. 

El ciclo de vida del virus continúa con la transcripción del provirus inte- 
grado, que produce ARN genómico viral como ARNm que dirige la síntesis 
de las proteínas virales (incluyendo la transcriptasa inversa y la protema de 


Figura 6,45 Replkadón de los 
retro vi rus. La transcriptasa inversa 
sintetiza una copia de ADN del ARN 
vírico. Durante la transcripción 
inversa, las secuencias de ambos 
extremos del ARN se duplican para 
formar repeticiones terminales largas 
(LTR), repeticiones directas de varios 
cientos de nucleótidos. Los genes del 
virus, como ios necesarios para la 
síntesis de la transcriptasa inversa, la 
integra sa y algunas proteínas 
estructurales del virión, se encuentran 
flanqueados por LTR, El provirus 
integrado se encuentra flanqueado por 
repeticiones directas cortas de ADN de 
la célula huésped. 
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ntegración). El ARN genómico se empaqueta en las partículas virales, que 
son liberadas de la célula huésped. Esta progenie viral puede infectar a una 
célula nueva, iniciando así otro proceso de síntesis e integración del ADN. 
El efecto neto podemos definirlo como el movimiento del provirus desde 
un sitio cromosómico a otro, mediante la síntesis y la transcripción inv ersa 
de un intermediario de ARN, 

Algunos retrotransposones (denominados elementos semejantes a los re- 
“ virus) son semejantes a los rétrovirus desde el punto de vista estructural. 
Poseen secuencias LTR ert ambos extremos; codifican la transcripta sa inver- 
sa y la integrasa; y se transponen (al igual que los rétrovirus) mediante la 
transcripción en ARN, la síntesis de una nueva copia de ADN por acción de 
3 transcriptasa inversa y su integración final en el ADN de la célula hués- 
ped. Los elementos semejantes a los rétrovirus difieren de los rétrovirus en 
rué no se empaquetan en partículas infecciosas, por ío que no pueden dise- 
minarse de una célula a otra. Sin embargo, pueden desplazarse a nuevos 
puntos cromosómicos de una misma célula a través de mecanismos simila- 
res a los observados en la replica eión de los rétrovirus. Este tipo de retro- 
transposones representan el 8% del genorna humano. 

Otros retrotransposones, conocidos como retrotransposones no LTR, se 
diferencian de los rétrovirus en que no contienen secuencias LTR, aunque 
sí codifican su propia transcriptasa inversa y una endonucleasa implicada 
en ía transposición. En mamíferos, la clase principal de estos retrotranspo- 
sones consiste en elementos dispersos largos y altamente repetitivos 
LINE; hng interspersed elemente), que se repiten aproximadamente 850. 000 
veces en el genorna y constituyen aproximadamente el 21% del ADN geno- 
mico (véase Tabla 5,2), Un elemento LINE completo es de ó kb de largo, 
aunque la mayoría de los miembros de la familia están truncados en su ex- 
tremo 5' (Eig. 6.46), En su extremo los LINE poseen regiones de setueiv 
.las ricas en A que se creen derivadas de la transcripción inversa de las co- 
as de poli A que se añaden a los ARNm después de la transcripción (véase 
Lap. 7). Al igual que otros elementos transponibles, los LINE se encuen- 
tran flanqueados por pequeñas repeticiones directas del punto diana del 
ADN, indicando que la integración implica cortes escalonados y repara- 
ción por síntesis. 

Puesto que los LÍNE no contienen secuencias LTR, el mecanismo de su 
transcripción inversa y posterior integración en el ADN cromosómico debe 
ser distinto de aquel utilizado por los rétrovirus y la dase I (contienen LTR) 
de retrotransposones. En particular, la transcripción inversa se inicia con la 
rotura de un extremo del ADN cromosómico por el sitio de integración, que 
resulta del corte en el sitio diana del ADN por una nucleasa codificada por 
el retrotransposón (Fig. 6,47), Se inicia por tanto la transcripción inversa con 
la cola poli-A en el extremo 3' del transposón de ARN y que continúa a Jo 
largo de la molécula. La hebra opuesta de ADN se sintetiza utilizando como 
cebador el otro extremo roto del sitio diana del ADN, resultando así simul- 
táneas la síntesis y la integración del retrotransposón de ADN. 

Otros elementos secuenciales, que no codifican su propia transcriptasa 
inversa, también se transponen vía intermediarios de ARN, Estos elemen- 
tos incluyen a las secuencias altamente repetitivas cortas dispersas (SINE), 
de las que existen aproximadamente 1 ,500.000 copias en los genemas de los 


Figura 6.46 Estructura dé LINE 
humanos. Los LINE carecen de LTR, 
pero codifican la transcriptasa inversa 
y una endonucleasa. Presenta tramos 
de secuencias ricas en A (designa das 
A r ) en sus extremos 3', que se cree que 
derivan de la transcripción inversa de 
colas de poli- A añadidas al extremo 3 H 
de los ARNm, Al igual que otros 
elementos transponibles, los LINE 
están flanqueados por repeticiones 
directas cortas del sitio diana del ADN, 
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Figura 6.47 Modelo de transcripción 
inversa e integrado? de UNE. El 

punto diana del ADN es escindido por 
una nudeasa codificada por el 
re tro tr ans posón. La transcripción 
inversa, desencadenada por un 
extremo roto del ADN di arta, se inicia 
en el interior de la cola de poli-A en el 
extremo 3" del retrotransposón de 
ARN, La síntesis de la hebra opuesta 
del retrotransposón de ADN se 
desencadena de forma similar por la 
otra hebra de ADN en el punto diana. 
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mamíferos (véase Tabla 5.2). La principal familia que representa a estos ele- 
mentos se compone de secuencias Alu , que constan aproximadamente c- 
300 bases de longitud. Estas secuencias son ricas en segmentos de poli-A er 
sus extremos 3' y están flanqueadas por duplicaciones cortas de las secuer 
cias diana del ADN, una estructura similar a la de los retrotransposones qu 
carecían de secuencias LTR (p* ej. y los LINE). Los STNF_ surgen de la trans- 
cripción inversa de pequeños ARN, que incluyen a los ARNt y a pequen - 
ARN citoplasmáticos implicados en el transporte de proteínas. Puesto ltjt 
los S1NE no codifican productos funcionales del ARN, representan pseud 
genes que se forman por la transposición de ARN. Los pseudogenes de m_- 
chos genes cod í fie a d ores d e p roteín as (11 a m ad os pseud oge n e s p rocesa d os 
surgen de forma similar a través de la transcripción inversa del ARNm 
(Fig, 6.48), Estos pseudogenes procesados se pueden reconocer fácilmente 
no sólo por ia presencia de los segmentos ricos en A sino también porque — 
han eliminado los intiones que estaban presentes en el correspondiente ger 
normal durante el procesamiento del ARNm. La transposición de los SIN t 
y otros pseudogenes procesados se cree que transcurre de manera similar 
la transposición de Los LLNE. Sin embargo, debido a que estos elementos n 
incluyen los genes para la transcriptasa inversa u otra nucleasa, su transpo- 
sicíón presumiblemente implica la acción de transcrip tasas inversas y n - 
cleasas que están codificadas en algún otro lugar del genoma -posible- 
mente por otros retro transposones,, como los LINE, 

Aunque los altamente repetitivos 5INE y LINE representan una fracción 
significativa del ADN gen ¿mico, su transposición a sitios aleatorios en el 
genoma parece ser que no resulta muy útil para la célula en la que se en- 
cuentran. Estos transposones inducen mutaciones cuando se integran en l : 
sitio diana nuevo, y al igual que las mutaciones inducidas por otros agentes 
la mayoría de las mutaciones resultantes de la integración por transposición 
se espera que sea dañina para la célula. Por ejemplo, las mutaciones resu - 
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Figura 6,43 Formación de un 
pseudogén procesado, El gen 

ilustrado contiene tres exones, 
separados por dos intrones. Los 
Entrones se eliminan del transcrito 
primario mediante escisión, y se añade 
una cola de poli-A al extremo 3' del 
ARNm. La transcripción inversa y la 
integración producen un pseudogén 
procesado, que no contiene intrones y 
presenta un tramo rico en A en su 
extremo 3', El pseudogén procesado 
está flanqueado por repeticiones 
directas cortas del sitio diana del ADN 
que se generaron durante la 
integración. 


¡antes de la transposición tanto de LINE como de SIN E se han asociado en 
algunos casos con hemofilia, distrofia muscular, cáncer de mama y cáncer 
de colon. Por el contrario, algunas mutaciones derivadas de la transposi- 
ción de estos elementos puede ser beneficiosa, contribuyendo de manera 
positiva en la evolución de las especies. Por ejemplo, algunos retrotranspo- 
sones en los genomas de mamíferos contienen secuencias reguladoras que 
controlan la expresión de genes adyacentes. 

Además de su papel como mutá genos, los retmtransposones también 
han desempeñado un papel importante en la formación del genoma me- 
diante la estimulación de reorganizaciones del ADN. Por ejemplo, las reor- 
ganizaciones del ADN cromosómico pueden resultar de la recombinarión 
entre LINE integrados en diferentes sitios del genoma. Adicionalmente, las 
secuencias de ADN celular adyacentes a los LINE a menudo son transpor- 
tadas durante el proceso de transposición. Como consecuencia, la transpo- 
sición de los LINE puede dar lugar al movimiento de secuencias de ADN 
celular a sitios nuevos en el genoma. Puesto que los LINE son capaces de in- 
tegrarse dentro de genes activos, la transposición asociada de las secuencias 
de ADN celular puede conducir a la formación de nuevas combinaciones de 
secuencias reguladores y/o codificadoras y contribuir directamente a la 
evolución de nuevos genes. 

La gran mayoría de los elementos transponibles del genoma humano son 
inactivos, con sólo unas 1ÜÜ copias de LINE que mantienen las secuencias 
codificadoras de protema necesarias para su transposición. No obstante, se 
estima que la frecuencia de transposición de los LINE humanos sería de 1 de 
cada 10 a 100 nacimientos. El nivel de actividad transposónica de otras espe- 
cies, como los ratones, es mucho más alto. Por ejemplo, en el ratón se estima 
que alrededor del 10% de las mutaciones se deben a procesos de transposi- 
ción en comparación con una cifra en tomo al 0,3% en el ser humano. 

Amplificación génica 

Las reorganizaciones del ADN que hemos discutido hasta ahora alteraban 
la posición de una secuencia de ADN dentro del genoma. La amplificación 
génica puede entenderse como un tipo diferente de alteración en la estruc- 
tura del genoma; incrementa el número de copias de un gen dentro de una 
célula. La amplificación génica es el resultado de la repetición de la replica- 
don del ADN, produciendo múltiples copias de una región en particular 
(Eig. 6.49), Las secuencias de ADN amplificadas se pueden encontrar en for- 
ma de moléculas extracromos ó micas libres o como distribuciones en tán- 
dem de secuencias dentro del cromosoma, En cualquier caso, el resultado es 
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Figura 8,49 Amplificación del ADN. 

Repetidas vueltas de replicadón del ADN 
producen múltiples copias de tina región 
cromosómica particular. 


ADN i - — — m 

I 




I 



el aumento de la expresión del gen amplificado, simplemente debido a que 
están disponibles más copias del gen que será transcrito. 

En algunos casos, la amplificación geni c a es responsable de aumente 
programado durante el desarrollo de la expresión genética. El ejemplo clási- 
co es la amplificación de los genes de ARN ribosómko en los oocitos (hue- 
vos) de los anfibios. Los huevos son células extremadamente grandes, que 
requieren una síntesis de proteínas muy alta. Los oocitos de los anfibios e» 
particular son aproximadamente un millón de veces más grandes en voiuJ 
men que una célula somática típica y deben proporcionar grandes cantida- 
des de síntesis de proteínas durante el desarrollo temprano. Para ello es ne- 
cesario aumentar la síntesis del ARN ribosóm ico, resuelta en parte por ¡a 
amplificación de los genes del ARN ribosóm ico. Tal y como dijimos en a 
Capítulo S f en cada genoma existen varios cientos de copias de genes de 
ARN ribosóm ico, de manera que se puede producir el suficiente ARN r pa r . 
atender las necesidades de las células somáticas. En los huevos de los anfi- 
bios, estos genes se amplifican 2.000 veces más, aproximadamente un ir - 
Uón de copias por oocito. Otro ejemplo de amplificación gérvica programa- 
da se da en Drasaphila , en donde los genes que codifican a las proteínas c-e 
corion (genes del coriort) se amplifican en las células del ovario para procur- 
ar grandes cantidades de estas proteínas. Al igual que otras reorganiza- 
ciones programadas, sin embargo, la amplificación ge nica es un procesa 
relativamente infrecuente que ocurre en tipos de células altamente especia- 
lizadas; no es un mecanismo común en la regulación génica. 

La amplificación géníca también ocurre como un proceso anormal en 
células cancerígenas, en las que, a menudo, incrementa la expresión de lee 
genes que dirigen la proliferación celular (oncogenes), lo que da lugar ÉL 
crecimiento celular incontrolado y el desarrollo de tumores (véase Cap. i S 
Por tanto, al igual que en otros tipos de reorganizaciones del ADN, la am- 
plificación gánica puede tener consecuencias beneficiosas o desfavorables 
piara la célula o el organismo en el que tenga lugar. 
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RESUMEN 


REPLICACIÓN DEL ADN 

\DN politnerasas: Distintas ADN polimerasas desempeñan fundones 
diferentes en la replicadón y reparación del ADN en las células procario 
tas y eucariotas. Todas las ADN polimerasas conocidas sintetizan el ADN 
exclusivamente en sentido de 5' a 3' mediante la adición de dNTP a la he* 
bra cebadora de ADN, 

Horquilla de replicadón : Las hebras parentales de ADN se separan y sir- 
v en de molde para la síntesis de dos nuevas hebras en la horquilla de re* 
plicación. Una de las hebras nuevas de ADN (ía hebra conductora) se sin- 
tetiza de manera continua; la otra hebra (la hebra rezagada) se forma por 
i unión de pequeños fragmentos de ADN que son sintetizados «marcha 
atrás» con respecto al sentido de la replicadón. Las ADN polimerasas y 
tras muchas proteínas actúan de manera coordinada para sintetizar a 
las hebras conductora y rezagada del ADN. 

Fidelidad de la replicadón: Las ADN polimerasas aumentan la exactitud 
de la replicación a través de la selección de la base correcta y la doble lec- 
tura del ADN reden sintetizado para eliminar Jas bases desapareadas. 

Orígenes e inicio de la replicación: La replicación del ADN comienza en 
orígenes específicos de replicación, que contienen los sitios de unión para 
i as proteínas que inician el proceso* En los eucariotas superiores, los orí- 
genes pueden estar definidos por la estructura croma tínica en lugar de 
por una secuencia de ADN. 

Telómeros y telomerasa: replicación de los extremos del cromosoma: Las 
secuencias repetidas telom ericas en los extremos de los cromosomas se 
replican por la acción de la transcriptas inversa (telomerasa) que contie- 
ne su propio molde de ARN, 


REPARACIÓN DEL ADN 

Inversión directa del ADN dañado: Algunos tipos de lesiones comunes 
del ADN, como los dímeros de pirimidina y los residuos de guanina al- 
quilados, son reparados por la inversión directa del dafio. 

Reparación por escisión: La mayoría de los daños en el ADN son repara- 
dos mediante la escisión del ADN dañado. El espacio resultante se relle- 
na con ADN recién sintetizado, usando a la hebra complementaria no da- 
ñada como molde. En la reparación por escisión de las bases, se elimina 
de la molécula de ADN a tipos específicos de bases dañadas. Por el con- 
trario, Jos sistemas de reparación por escisión de nucleótidos reconocen a 
una vasta variedad de bases dañadas como parte de un ollgonuckótido. 
Un tercer tipo de sistema de reparación por escisión elimina específica- 
mente las bases desemparejadas de las hebras de ADN recién sinteti- 
zadas. 

Síntesis de ADN trans lesión; ADN polimerasas especializadas son capa- 
ces de replicar el ADN opuesto aun punto de ADN dañado, aunque la 
acción de estas polimerasas resulta en una elevada frecuencia de incorpo- 
ración de bases incorrectas. 


PALABRAS CLAVE 


ADN polimerasa 


horquilla de replicadón, 
fragmento de Ükazakl, ADN ligasa, 
hebra conductora, hebra tardía, 
prímasa, exonudeasa, ARNasa H, 
heücasa, proteína de unión a la 
hebra simple de ADN, 
topo iso me rasa 


doble lectura 


origen de replicación, secuencia 
de replicación autónoma (ARS), 
complejo de origen de replicación 
(ORC) 


telómero, telomerasa, 
transe ripia sa inversa 


dímero de pirimidina, 
fotor reactivación 


reparación por escisión de bases, 
ADN glicosilasa, AP endonucleasa, 
reparación por escisión de 
nucleótidos, escinudeasa, 
reparación acoplada a la 
transcripción, reparación de 
errores 


síntesis de ADN translesión 
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PALABRAS CLAVE 


roturas de doble hebra 
reparación recombmatoria 


recombinación homologa, 
modelo de Holliday, unión o 
intermediario de Holliday 


RecA 


recombinación especifica de sitio, 
antigeno, inmunoglobulitia, 
receptor de células T, 
recombinación de cambio de 
clase, hipermutadón somática, 
deaminasa inducida por activación 
(AID) 


RESUMEN 


Reparación de roturas de doble hebra ; Las roturas de doble hebra se re- 
paran por medio de la unión de las hebras dañadas mediante recomb ina - 
don. La reparación recombmatoria puede darse tanto por medio de re- 
combinación homologa con un cromosoma intacto como a través de la 
unión no homologa de los extremos rotos de una molécula sencilla de 
ADN. 

RECOMBINACIÓN ENTRE SECUENCIAS HOMÓLOGAS DE ADN 

Modelos de recombinación homologa: La recombinación implica la rotu- 
ra y reunión de moléculas de ADN parentales. La alineación entre las 
moléculas de ADN homologas proporciona el apareamiento complemen- 
tario de las bases. Las hebras de ADN parental «melladas» invaden a la 
otra molécula parental, produciendo un intermediario de hebras cruza- 
das conocido como unión o intermediario de Holliday. Las moléculas re- 
combinantes se forman después por escisión v unión de las hebras cru- 
zadas. 

Enzimas involucradas en la recombinación homóloga: La enzima central 
de la recombinación homóloga es RecA, que cataliza el intercambio de he- 
bras entre los ADN homólogos. Otras enzimas cortan y desenrollan los 
ADN parentales y resuelven las uniones de Holliday. 


REORGANIZACIÓN DEL ADN 

Recombinación especifica de sitio ; La recombinación específica de sih » 
tiene lugar entre secuencias específicas de ADN que son reconocidas por 
proteínas que permiten el proceso. En ios vertebrados, la recombinación 
específica de sitio desempeña un papel esencial en la generación de in- 
muno globulinas y genes de los receptores de las células T durante • 
desarrollo del sistema inmune. Se proporciona diversidad adicional a 1 - 
genes de inmunoglobu linas mediante hipermutadón somática y recom- 
binarión de cambio de dase. 

Transposic ion vía intermediarias de ADN: La mayoría de los transpe- - 
nes se mueven a lo largo del genoma sin necesidad secuencias específicas 
de ADN en sus sitios de inserción. En levaduras y protozoos, sin embar- 
go, la transposición de algunas secuencias de ADN a dianas específicas 
son el resultado de organizaciones programadas del ADN que regulan 
expresión génica. 

Transposición vía intermediarios de ARN : La mayoría de los transp 
nes en las células eucariotas se mueven mediante la transcripción inv 
de intermediarios de ARN, de forma similar a la replicadón de los 
virus. Estos re tro transposones incluyen a las secuencias altamente re 
tivas LtNE y S1NE de los genomas de mamíferos. 


Amplificación génica: La amplificación génica resulta de la replica 
repetitiva de una región cromosómica. En algunos casos, la amplifica 
génica proporciona un mecanismo de aumento de la expresión de 1 
nes durante el desarrollo. La amplificación génica también se pr 
con frecuencia en las células cancerígenas, pudíendo originar la el en 
expresión de los genes que contribuyen a la proliferación celular inc 
trolada. 
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Preguntas 

V Has aislado una cepa sensible a la tem- 
peratura de E. coi i con una m Litación en 
¿ ADN polimerasa L ¿Qué defectos, si 
da y, observan as en bacterias que por- 
bn esta mutación a altas temperaturas? 

1 Compara y contrasta las acciones de 
las topoisomerasas 1 y 11. 

3L t Cuál es el número aproximado de 
“jumentos de Okazaki sintetizados du- 
rante la replicacíón del gertoma de leva- 
duras? 

4, . Por qué la síntesis de fragmentos de 
Okazaki se inicia por la prímasa en tu- 
zar de una ADN polimerasa? 

5 ¿Cuál es la función de la actividad 
exonudeasa de 3' a 5' de las ADN poli- 
”erasa? ¿Cuál sería la consecuencia de 
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En los capítulos 5 V ó se trata la organización y mantenimiento del 
ADN genómico, que es considerado como el conjunto de instrucciones que 
dirigen todas las actividades celulares. Estas instrucciones se i levan a cabo 
por medio de la síntesis de ARN y proteínas. El comportamiento de una cé- 
lula está determinado no sólo por el conjunto de genes que ha heredado 
sino también por cuáles de estos genes se expresan en un momento deter- 
minado. La regulación de la expresión génica permite a las células adaptar- 
se a los cambios en el ambiente y es responsable de las distintas actividades 
llevadas a cabo por los múltiples tipos celulares que componen a los anima- 
les y plantas complejos. Las células musculares y hepáticas, por ejemplo, 
contienen los mismos genes; la función de estas células esta determinada no 
por diferencias en sus genomas, sino por patrones regulados de expresión 
génica que dirigen el desarrollo y la diferenciación. 

El primer paso en la expresión de un gen, la transcripción del ADN a 
ARN, es el nivel primario de regulación de la expresión génica en procario- 
tas y eucariotas. En células eucariotas los ARN son modificados de varias 
formas —por ejemplo, eliminando los intrones por corte y empalmado — 
para transformar el transcrito primario en su forma funcional. Los distintos 
tipos de ARN tienen diferentes funciones en las células: el ARN mensajero 
(ARNm) sirve de molde para la síntesis de proteínas; el ARN ribosómico 
(ARNr) y el ARN de transferencia (ARNt) participan en la traducción del 
ARNm. Otros ARN de pequeño tamaño intervienen en el corte y empalma- 
do de ARNm y en la clasificación de proteínas en eucariotas. De hecho, 
algunos de los avances más interesantes en los últimos años están relaciona- 
dos con los papeles de ARN no codificantes (micro ARN) como reguladores 
tanto de la expresión génica como de la traducción en células eucariotas. En 
este capítulo se discuten los procesos de síntesis y maduración del ARN. El 
paso final de la expresión génica, la traducción del ARNm a proteínas, es el 
tema del Capítulo 8. 


Transcripción en procariotas 

Como en la mayoría de las áreas de la biología molecular, el estudio de £. coli 
ha proporcionado el modelo para posteriores investigaciones acerca de la 
transcripción en eucariotas. El ARNm fue descubierto en primer lugar en la 
E coli , como fue expuesto en el Capítulo 4, También fue E. cúü el primer or- 
ganismo del que se aisló y purificó la ARN polímerasa. A partir de experi- 
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Figura 7.1 ARN polimerasa de 

£. colL Lj enzima completa consta de 
seis subunidades: dos 0 í.„ una |i, una J3\ 
una co y una o. La subunidad o está 
unida de forma relativamente débil y 
puede disociarse de las otras cuatro 
subunidades, que constituyen el 
núcleo de la polimerasa. 


Figura 7.2 Secuencias de ios 
promotores de £ cali. Los 

promotores de E, coli se componen de 
dos grupos de secuencias localizadas a 
10 y 35 pares de bases corriente arriba 
del sitio de mido de transcrípdón (+1 ). 
Las secuencias consenso representadas 
son las bases más frecuentemente 
encontradas en diferentes promotores. 


mentos en E, coli fueron aclarados los mecanismos básicos por los que se re- 
gula la transcripción. En estos ensayos se observó que la regulación de la 
expresión génica posibilita al organismo a responder a cambios en su entor- 
no, como variaciones en la disponibilidad de nutrientes. La comprensión de 
la transcripción en £. coli ha supuesto la base para los estudios acerca de los 
mecanismos que regulan la expresión génica en euca notas, de mucha ma- 
yor complejidad. 

ARN polimerasa y transcripción 

La principal enzima responsable de la síntesis de ARN es la ARN polimerasa 
que cataliza la polimerización de ribonucleósi dos 5 '- trifosfato (NTP) dirigida 
por un molde de ADN, La síntesis de ARN es similar a la de ADN, y como la 
ADN polimerasa, la ARN polimerasa cataliza el crecimiento de la cadena 
de ARN en dirección 5*-3\ Sin embargo, a diferencia de la ADN polimerasa 
la ARN polimerasa no requiere un cebador preformado para iniciar la sínte- 
sis de ARN. En lugar de ello, la transcripción empieza de novo en secuencias 
especificas al principio de Los genes. El proceso de iniciación es especial- 
mente importante porque es el primer paso que regula la transcripción. 

La ARN polimerasa, como la ADN polimerasa, es una enzima compleja 
compuesta de múltiples cadenas polipepfidicas, La enzima intacta se com- 
pone de cuatro tipos distintos de subunidades, denominadas ot, fi, |3', \ c 

(Fíg. 7.1). La subunidad o está unida de forma relativamente débil y puede 
separarse de tas otras sub unidades, generando un núcleo de la polimerasa 
que consiste en dos subunidades cc, una (3, una ji', y una cu. El núcleo de ! 
polimerasa es totalmente capaz de catalizar la incorporación de NTP al 
ARN, lo cual implica que la subunidad a no es necesaria para la actividad 
catalítica básica de la enzima. Sin embargo, el núcleo de la polimerasa no se 
une específicamente a las secuencias que señalizan la iniciación normal de 
la transcripción; por tanto, la subunidad o es necesaria para identificar L *s 
lugares adecuados para iniciar la transcripción. La selección de estos sitios 
es un demento critico en la transcripción, porque la síntesis de un ARN fun- 
cionante debe comenzar al principio del gen. La mayoría de las bacterias, 
como E. coli , poseen diferentes subunidades o que dirigen a la ARN polime- 
rasa hacia distintos tipos de sitios de inicio de la transcripción en función dt 
Jas condiciones imperantes; por ejemplo, en condiciones de inanición o er 
condiciones de disponibilidad de nutrientes. 

La secuencia de ADN a la que se une la ARN polimerasa para iniciar la 
transcripción de un gen se denomina promotor. Las secuencias de ADN 
cuya función es actuar de promotores fueron identificadas en primer lugar 
en E.coli comparando las secuencias núcleo tídicas de una serie de genes ais- 
lados. Esta comparación reveló que en la región corriente arriba (5') del sin 
de iniciación de la transcripción existen dos tramos de secuencias que sor 
similares en muchos genes. Estas regiones comunes abarcan seis nucleófc- 
dos cada una, y se encuentran aproximadamente a 10 y 35 bases corriente 
arriba del sitio de inicio de la transcripción (Fig, 7.2). Se conocen como se- 
cuencias -10 y -36, indicando su posición relativa respecto al sitio de inicio 
de la transcripción, que se define como el sitio +L Las secuencias -10 y -33 
de distintos promotores no son idénticas, pero tienen una similitud su: 
cíente para establecer secuencias de consenso — las bases más frecuente- 
mente encontradas en cada posición. 


i mm 


-35 


-10 


+1 

L*- Sitio de 
inicio de 
transcripción 
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Diversas fuentes de evidencia experimental han puesto de manifiesto la 
importancia funcional de las secuencias promotoras -10 y -35, En primer 
jgar, los genes con promotores que difieren las secuencias consenso son 
transcritos de una forma menos eficiente que aquellos genes cuyos promo- 
tores se asemejan más a las secuencias consenso. Segundo, las mutaciones 
introducidas en cualquiera de las dos secuencias consenso tienen un gran 
r recto en la función promotora. En tercer lugar, los sitios de unión de la 
\RN polimerasa a los promotores han sido identificados mediante !a técnica 
'ootprinting de ADN, utilizada de forma habitual para determinar los sitios 
en los que se unen las proteínas al ADN (Fig. 7.3). En este tipo de ensayos se 
marca en un extremo con un radioisótopo o un colorante fluorescente. El 
ADN marcado se Incuba con la proteína de interés (p, ej., ARN polimerasa) 
y se somete a digestión parcial por medio de una ADN asa. El método se 


Fragmento de ADN 


Etiqueta radiactiva 



C 


Eiectroforesrs 
Autorradi ografía 


Región de ADN 
protegida por la unión 
da fa prote í na 



Figura 7.3 Técnica del footprinting 

del ADN. Se divide en dos una 
muestra que contiene fragmentos de 
ADN marcados radiactivamente en un 
extremo, y una mitad de la muestra se 
incuba con una protema que se une a 
mía secuencia específica de ADN 
dentro del fragmento. Ambas muestras 
son digeridas con una ADN asa, de tal 
forma que la ADNasa introduzca una 
media de un corte por molécula. La 
región de DNA unida a la proteína está 
protegida de la digestión por la 
ADN asa. Los complejos ADN-proteina 
son desnaturalizados, y se analiza 
medíante electro foresís el tamaño de 
los fragmentos de ADN obtenidos por 
la ADNasa y marcados 
radiactivamente (igual que para la 
secuenciación del ADN ), En la muestra 
de ADN que fue incubada con la 
proteína están ausentes los fragmentos 
de ADN resultantes de la digestión por 
la ADNasa de la región protegida por 
la unión de dicha proteína. 
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Poli me rasa unida al ADN de manera no especifica 


L \ I 

-35 -10 +1 

Promotor L_*_ 


Unión especifica de o a fas secuencias promotora; 
-35 y -10 


Complejo promotor cerrado 


Separación de las cadenas de ADN alrededor 
del sitio de iniciación 


Complejo promotor abierto 




Iniciación de la transcripción 




© 


Liberación de o 



Figura 7,4 Transcripción mediante (a 
ARN polimerasa de E. cotí. La 

polimerasa se une inicialmente al ADN 
de forma no específica y recorre la 
molécula hasta que la subunidad a se 
une a los promotores -35 y -10, dando 
lugar a un complejo promotor cerrado. 
Entonces la polimerasa va separando 
las dos cadenas de ADN alrededor del 
sitio de iniciación, y comienza la 
transcripción mediante la 
polimerización de los NT P libres. La 
su bu ni dad o se separa del núcleo de la 
polimerasa, que se desplaza a lo largo 
del ADN y va alargando la cadena de 
ARN en crecimiento. 


basa en que las regiones a las que se une la pro teína quedan protegidas de 
la digestión por la ADNasa, Estas regiones son identificadles por compara- 
ción de los productos de digestión del ADN unido a proteína con los obte- 
nidos por digestión de una muestra idéntica de ADN que no fue incubad a 
con proteína. Se pueden utilizar variaciones de la técnica básica, empleando 
reactivos químicos para modificar y cortar el ADN en determinados nude- 
ótidos, con el objetivo de identificar las bases que están en contacto con la 
proteína. Estos ensayos han mostrado que la ARN polimerasa generalmen- 
te se une a los promotores en una región de unos 60 pares de bases, que v 
de -40 a +20 (desde el nucleótido 40 corriente arriba al nucleótido +20 co- 
rriente abajo del sitio de inicio de la transcripción). La subunidad o se une 
específicamente a las secuencias de las regiones promotoras -35 y -10, co- 
rroborando la importancia de estas secuencias en la función de los prumo- 



255 


Síntesis y maduración del ARN 


zores de la transcripción. Algunos promotores de E. coli poseen una tercera 
secuencia, corriente arriba de la región -35, a la que se une la subunidad a de 
la A RN poíimerasa. 

En ausencia de la subunidad o, la ARN poliiuerasa se une al ADN de for- 
ma no específica v con baja afinidad. La fundón de a es dirigir a la polime- 
rasa a los promotores uniéndose específicamente a las secuencias -35 y -10, 
para iniciar la transcripción en el principio del gen (Fig. 7.4). El conjunto 
formado iniriaimente entre la poíimerasa y el promotor se denomina com- 
plejo promotor cerrado dado que el ADN no está desenrollado. La pol une- 
rasa después desenrolla unas 12-14 bases de ADN alrededor del sitio de ini- 
cio para dar un complejo promotor abierto en el que ya está disponible una 
hebra única de ADN para servir como molde para su transcripción, la cual 
comienza con la incorporación de dos NTP Tras la adición de unos diez nu- 
deótidos la subuní dad o se separa de la poíimerasa, que abandona la se- 
cuencia promotora y progresa sobre el molde de ADN para continuar la 
elongación de la cadena de ARN. 

Durante la elongación, la poíimerasa permanece asociada con su molde 
mientras continúa la síntesis de ARNm. A medida que avanza, la poíimera- 
sa desenrolla el molde de ADN que tiene por delante y vuelve a enrollar el 
ADN que queda detrás, manteniendo una región desenrollada de unos 15 
pares de bases en la región de transcripción. En el interior de esta porción 
desenrollada de ADN, 8-9 bases de la cadena creciente de ARN se encuen- 
tran unidas a la hebra de ADN molde complementaria. El análisis estructu- 
ral de alta resolución de la ARN poíimerasa bacteriana indica que las sub- 
unidades |3 y |3' forman una estructura en forma de pinza de cangrejo que 
sujeta el molde de ADN (Fig. 7,5). Un canal interno entre las subunidades [3 
y ¡3' acomoda aproximadamente 20 pares de bases de ADN y contiene el 
centro activo de la poíimerasa. 

La síntesis de ARN continúa hasta que la poíimerasa encuentra una señal 
de terminación, tras lo cual se detiene la transcripción, se separan el ARN y 
la poíimerasa y la enzima se disocia del molde de ADN. Existen dos meca- 
nismos alternativos para la terminación de la transcripción en E . coli. La se- 
ñal de terminación más simple y común en E. coli consiste en una secuencia 
palíndrómica rica en GC seguida de cuatro o más residuos de A (Fig. 7.6). La 
transcripción de la región rica en GC da lugar a un segmento de ARN que 
forma una horquilla estable por apareamiento complementario de bases. La 
formación de una estructura a u toe ompl ementaría en el ARN altera su unión 
con el molde de ADN y finaliza la transcripción. Dado que los enlaces A-U 
son más débiles que los G-C, se cree que la presencia de residuos A corriente 


Animación web 
Transcripción 

La transcripción es la síntesis de ARN 
dirigida por el ADN, catalizada por la 
enzima ARN poíimerasa. 




Figura 7.5 Estructura dé la ARN poíimerasa bacteriana. Las 

subunidades a de la poíimerasa aparecen de color verde claro \ 
verde oscuro, ¡J en azul, en rosa y co en amarillo. (Cortesía de Seth 
Darset, Rockefeller Üniversity ) 
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Figura 7.6 Terminación de la 
transcripción. La terminación de la 
transcripción está señalada por una 
repetición invertida rica en G-C 
seguida de cuatro residuos A. La 
repetición invertida forma en el ARN 
una estructura tipo bucle estable que 
obliga al ARN a disociarse del molde 
de ADN, 



AON 


ARN 


5' r 


Formación del bucle 

Separación del ARN del molde 
de ADN 


5’ 



OH 3' 


ADN 5' LL 




abajo de la secuencia palindrómica facilita la disociación del ARN del mo: a- 
Alternativamente, la transcripción de algunos genes se termina median® 
una proteína específica de terminación (denominada Rho), que se une a o* 
segmentos extendidos (ma veres de 60 nucleótidos) de ARN de hebra ser 
lia, Puesto que los ARNm de bacterias se asocian con ribosomas y son tradu- 
cidos mientras que son transcritos, dichas regiones extendidas de ARN 
hebra sencilla están expuestas sólo en el extremo de un ARNm. 

Control negativo de la transcripción y represores 

La transcripción puede regularse en los estadios de iniciación y elongación 
pero la mayoría de !a regulación transcripción al en bacterias opera al n: r 
de iniciación. Los estudios pioneros sobre regulación géníca en E . cali fuen* 
llevados a cabo por Fran^ois Jacob y Jacques Monod en ios años 50. Estos ir 
vestigadores y sus colaboradores analizaron la expresión de las enzimas im- 
plicadas en el metabolismo de la lactosa, que es una fuente de carbonos * 
energía tras ser hidrolizada a glucosa y galactosa (Fíg. 7,7), La enzima :jí 
cataliza esta reacción ((3-gaÍactosidasa) y otras enzimas implicadas en el ir - 
tabolismo de la lactosa están presentes únicamente cuando existe lactosa di 
el medio. En caso contrario la bacteria es capaz de economizar no invírti es- 
do energía en la síntesis innecesaria de ARN y proteínas. Por tanto, la lacto- 
sa induce la síntesis de las enzimas implicadas en su metabolismo. Er - 
metabolismo de la lactosa intervienen otras dos enzimas cuyos genes se r- 
cuentran muy ligados al de la (3-galactosidasa: son la galactósido permeasa 
que transporta lactosa al interior de la célula, y una transacetílasa, cuya ftm- 
ción en esta vía metabólica todavía se desconoce. 

Basándose en experimentos puramente genéticos, Jacob y Monod ded _ 
jeron el mecanismo de regulación de estos genes, formulando un modt : 
que sigue vigente para el entendimiento de la regulación transcripción^ 
Los genes que codifican la (3-galactosidasa, la permeasa y la transaeetiíasa 
se expresan en una unidad única, denominada un operón (Fig, 7,8), El estu- 
dio de mutantes con una regulación defectuosa de estos genes hizo posible 
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e identificación de dos lúd distintos, denominados o e i, que controlaban la 
expresión del operón* El locus o (el operador), situado junto al sitio de inicio 
sa transcripción, controla la transcripción dei operón. El gen i , que no se 
encuentra dentro del operón, codifica una proteína que regula la transcrip- 
ción al unirse al ADN del operador. Cabe destacar que los mutantes que no 
sintetizan un producto funcional del gen / se caracterizan por la expresión 
constitutiva del operón incluso en ausencia de lactosa. Este dato señala que 
d producto normal del gen i actuaría como un represor que inhibiría la 
transcripción al unirse a o. La adición de lactosa supone la inducción del 
rerón como consecuencia de la unión de este nutriente al represor, lo que 
_r pediría su asociación con el ADN del operador. 

Se obtuvo confirmación experimental de este modelo a partir de una se- 
ne de ensayos, entre los que destaca el aislamiento en los años óü por Wal- 
*-,-r Gilbert del represor lac y el análisis de su unión al operador en el ADN, 
definido como una zona de unos 20 pares de bases situada poco antes del 
?itio de inicio de transcripción. Los análisis por medio de la técnica del fooh 
frviting han identificado esta región como el sitio de unión del represor, que 
: oquea la transcripción. La lactosa, como se predijo, se une al represor, lo 
cual evita su acción sobre el operador 

El principio central de regulación géníca ejemplificado por el operón 
lactosa es que el control de la transcripción está mediado por la interacción 
de proteínas reguladoras con secuencias de ADN específicas. Este modo 
de regulación es aplicable de forma general a células procariotas y euc ario- 
tas. Las secuencias reguladoras del tipo del operador se denominan ele- 
mentos de control de acción en ci$ f dado que afectan únicamente a ta ex- 



i^-galactosidasa 


CHUOH 



Figura 7.7 Metabolismo de la lactosa. 

La p-galactosídasa cataliza la hidrólisis 
de la lactosa en glucosa y galactosa. 




oO Lactosa 


i Represor inactivo 


Figura 7.B Control negativo del operón tac, F1 gen i codifica un represor que, en 
ausencia de lactosa (arriba), se une al operador (o) y bloquea la transcripción de lo* 
tres genes estructurales (c, fEgalactosidasa; y f permeasa; y a f transacetilasa). La 
presencia de lactosa induce ia expresión del operón mediante la unión al represor 
(abajo), que evita que este represor se una ai operador. 

P = promotor; Pol = polimerasa. 
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Figura 7.9 Control positivo del o perón lac por la glucosa. Los niveles do gijoJ 
activan la adenilato eidasa, que transforma el ATP en AMP cíclico (AMPc), El A_Vfl 
cíclico se une después a Ea protema activadora del catabolismo (CAP) y favorece 
unión a las secuencias reguladoras de distintos operones relacionados con el 
metabolismo de azúcares alternativos, como la lactosa. La CAP interacciona cc p 
subunidad ot de la ARN polímerasa para activar la transcripción. 


presión de genes presentes en la misma molécula de ADN. Por otro 
las proteínas del tipo del represor se denominan factores de acción 
fraiis, dado que intervienen en la expresión de genes localizados er 
cromosomas de la célula. El operón tar es un ejemplo de control nec: 
porque la unión del represor bloquea la transcripción. Sin embarg 
siempre ocurre así; muchos factores que activan en traus son activad- 
de la transcripción. 

Control positivo de la transcripción 

El ejemplo mejor estudiado de control positivo en E. coli es el efecto át 
glucosa lmi la expresión de genes que codifican las enzimas implicada- 
catabolismo de otros azúcares (incluyendo a la lactosa) utilizados 
fuente alternativa de carbono y energía. La glucosa se utiliza de forma r 
renda!, por lo que mientras está disponible, no se expresan las enzi ina- 
plicadas en el catabolismo de fuentes alternativas de energía. Por ejemp 
se cultiva E. coli en un medio que contenga glucosa y lactosa, el operón l 
se induce y la bacteria solamente utiliza glucosa. Por tanto, la glucosa - 
me el operón tac incluso en presencia del inductor normal (lactosa). 

Actualmente se sabe que la represión por glucosa (denominada 
sión catabólica o represión por catabolito) está mediada por un sistema 
control positivo que depende de los niveles de AMP cíclico (AMPc) l F:g 
La enzima adenilato ciclasa, que transforma ATP a AMPc, está regulad^ 
bacterias de tal forma que al descender los niveles de glucosa se activa 
mentan los niveles de AMPc. El AMPc se une a una proteína de reev 
transcrípcional denominada proteína activadora de genes catar 
(CAP), lo cual promueve la unión de CAP a una determinada sectier 
ADN, que en el operón tac está situada aproximadamente 60 bases , 
te arriba del sitio de inicio de ¡a transcripción. Posteriormente CAP 
dona con la subunidad a de la ARN polímerasa, facilitando la umor 
polímerasa al promotor y activando la transcripción. 


ARN polimerasas eucariótícas y factores 
de transcripción generales 

Pese a que la transcripción se lleva a cabo siguiendo una serie de mee 
itlos comunes en todas las células, es considerablemente más con r t 
células eucariótícas que en bacterias. Esto se refleja en dos diferencias 
los sistemas procarí ótico y eucariótico. Primero, mientras que en bzcm 
todos los genes se transcriben por medio de una ARN polímerasa ünn 
células eucariótícas contienen varias ARN polimerasas distintas que d 
criben distintas clases de genes, En segundo lugar, las ARN poli mes 
eucariótícas interaccionan con un conjunto de proteínas específ icas r : a 
ciar la transcripción. Finalmente, la transcripción en eucariotas tiene s 
sobre la croma ti na en lugar de sobre ADN libre, y la regulación de la H 
tura cromatínica es un factor importante en la actividad transcripc: yu 
los genes eucariotas. La mayor complejidad de la transcripción eu_ un 
posibilita la sutileza en la regulación de la expresión genica necesa™ j 
dirigir las actividades de ios distintos tipos celulares en organismos m 
celulares. 





Síntesis y maduración del ARN 



íN polimerasas eucarióticas 

> células eucarióticas contienen tres tipos de ARN polimerasas nucleares 
1 transcriben distintos tipos de genes (Tabla 7,1), Los genes codificadores 
; proteínas son transcritos por la ARN polimerasa II para dar ARN m. De 
pial modo, la ARN polimerasa II se encarga de transcribir moléculas de 
xoARN (ARNmi) que desempeñan un papel clave en la regulación de la 
presión génica en las células eucarióticas- Los ARN ribosómicos (ARNr) 
de transferencia (ARNt) se obtienen por medio de las ARN polimerasas I y 
. La ARN polimerasa 1 está específicamente dirigida a la transcripción de 
* tres moléculas de mayor tamaño de ARNr, designadas 28S, 18$ y 5,8S de 
uerdo con sus coeficientes de sedimentación durante la centrifugación. La 
v\ polimerasa 11 1 transcribe los genes codificantes de los ARNt y de las 
cíes más pequeñas de ARNr (5$} + Algunos de los ARN pequeños ünpli- 
ius en el empalme y en el transporte de proteínas (ARNsn y ARNsc) tam- 
i son transcritos por la ARN polimerasa III, mientras que otros son pro- 
ductos de la ARN polimerasa II. Adicionalmente existen ARN polimerasas 
distintas (similares a las ARN polimerasas bacterianas) en el interior de los 
doroplastos y las mitocondrias, donde transcriben de forma específica el 
\DN de estas organelas. 

Las tres ARN polimerasas nucleares son enzimas complejas, que se com- 
ponen de 12 a 17 subunidades cada una. Pese a que reconocen distintos pro- 
motores y transcriben distintas clases de genes, comparten muchas caracte- 
ristkas comunes entre ellas, además de con la ARN polimerasa bacteriana. 
En concreto, las tres ARN polimerasas eucarióticas contienen nueve subuni- 
dades conservadas, cinco de las cuales están relacionadas con las subunida - 
Jes cx r |3, p' y m de la ARN polimerasa bacteriana. La estructura de la ARN 
polimerasa 11 de levaduras es muy similar a la de la enzima bacteriana 
■Fig. 7. 10), sugiriendo que todas las ARN polimerasas emplean mecanis- 
mos fundamentalmente conservados para transcribir el ADN. 

Factores de transcripción generales e iniciación 
de la transcripción por la ARN polimerasa II 

Dado que la ARN polimerasa D es responsable de la síntesis de ARNm a 
partir de los genes codificantes de proteínas, ha sido el objetivo de la mayo- 
ría de los estudios de transcripción en eucariotas. Los estudios iniciales de 
~^ta enzima indicaron que su funcionamiento es diferente de la ARN poli- 


Tabla 7.1 Tipos de genes 

transcritos por ARN 
polimerasas eucarióticas 


Tipos de ARN 
sintetizados 

ARN 

polimerasa 

Genes nucleares 


ARNm 

n 

ARNmi 

u 

ARNt 

ARNr 

m 

5,8S> 18S, 28S 

I 

5S 

ni 

ARNsny ARNsc 

II y m* 

Genes mítocondriales 

Mítocondriales 11 

Genes 

dorop ¡asmáticos 

CloaipIásHca& b 


' Algunos ARN nucleares pequeños [sn) y 
ciloplásrnicos (se) se transcriben por la 
polimerasa tí y ofrus por la polímera «i IÍL 
* Las ARN polímeras mitrazondriales y de 
dompListos son similares a las enzimas 
bacterianas. 



Figura 7.10 Estructura de la ARN polimerasa II de 
levaduras. Las subunidades individuales se diferencian 
por colores. (De P. D. Kramer y cois., 2001. 

Science 292:1863,) 
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merasa procariótica* En sistemas eucari óticos no es posible obtener Ja trar- 
cripción fidedigna de genes bacterianos conseguida in vitro con la simpas 
adición de ARN polimerasa purificada a un ADN portador de un prometo: 
El fundamento de esta diferencia fue elucidado en 1979, cuando Robert E - 
eder y sus colaboradores descubrieron que la ARN polimerasa II solo es ca- 
paz de iniciar la transcripción si se añaden proteínas adicionales a la re; > 
don. Por tanto, la transcripción en sistemas eucari óticos precisa de distinr - 
factores de iniciación que (en contraste con la subunidad a) no forman par- 
te de la polimerasa. 

Ei fraccionamiento bioquímico de extractos nucleares ha llevado a ít 
identificación de protemas específicas (denominadas factores de transen r- 
ción) que son necesarias para que la A RN polimerasa II inicie la transe rr- 
ción. Han sido definidos dos tipos de factores de transcripción. Los factores 
de transcripción generales están implicados en la transcripción en toda! 
los promotores de la polimerasa II y se consideran entonces parte de ía :tj- 
quinaria transcriprional básica, Otros factores transcripcionales (discutidos 
más adelante en este capítulo) se unen a secuencias de ADN que contri 
ía expresión de genes individuales y son por tanto responsables de regui* 
la expresión géníca. Se estima que aproximadamente el 10% de los geno 
del genoma humano codifica factores de transcripción, lo que resalta la :r~ 
portanda de estas proteínas. 

Los promotores de los genes transcritos por la polimerasa 11 con ti t re- 
varias secuencias diferentes junto a los sitios de transcripción (Fig. 7.11 zL 
primer elemento descrito de este grupo era una secuencia semejante a TA- 
TA A situada a unos 25-30 nudeótidos corriente arriba del sitio de inicio M 
la transcripción. Esta secuencia (denominada caja TATA) se parece a la 
cuencia -10 de ios promotores bacterianos y en un primer momento se cc r- 
si ó eró una característica general de los promotores de todos los genes trans- 
critos por la polimerasa 11. No obstante, en los trabajos genómicos rr m 
modernos se ha constatado que las secuencias TATA solamente aparecer, es 
el 10%-2ü% de los promotores de la ARN polimerasa ÍL Otras secuena» 
presentes en los promotores de genes transcritos por esta polimerasa sm 
el elemento iniciador (Inr), que abarca el sitio de inido de la trancripc: ¿m, 
los elementos de reconocimiento THIES (BRF), localizados corriente arriba 
de los sitios de inicio de la transcripción, y varios elementos promotores - 
calizados corriente debajo de los sitios de inicio de la transcripción (' DTE 
DCE y MTE), Los promotores de genes distintos contienen combinacii r— 
diferentes de estos elementos promotores centrales que parecen funcional 
de manera conjunta para unirse a factores generales de transcripción. 

Se requieren cinco factores generales de transcripción para poner en mar- 
cha la transcripción por la ARN polimerasa Ií en sistemas reconstituidos m 
vitro (véase Fig. 7.11). El primer paso en la formación de un compleji ¿i 
transcripción consiste en la unión de un factor general de transcripción de- 
nominado TFIID al promotor (TF indica factor de transcripción; II inc 
polimerasa II). TDFÍ1D se compone de varias subunidades, como la pre - 
ña de unión a TATA (TBP) y otros 14 polipéptídos, denominados factor» 
asociados a TBP (TAFL TRP se une de manera específica a la caja TATA 
mientras que otras subunidades lo hacen a las secuencias Inr, DPF, DEC 
VITE. La unión de TFIID se sigue del reclutamiento de un segundo faca* 
general de transcripción (TFITB), que se une a TBP además de a seeuer 
BRE. A su vez, TFííB actúa como puente para la ARN polimerasa que se u mt 
al complejo TBP-TFÜB junto a un tercer factor, TFUF, 

Tras el reclutamiento de la ARN polimerasa O por el promotor, se precisa 
de la unión de otros dos factores adicionales (TF11E y TFIIH) completa 
formación del complejo de premia ación, un modelo molecular que aparecí 
en ía Figura 7,12. El TFIIH es un factor con múltiples subunidades que pa~ 
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BRE TATA A 

TAF 

TAF 


| | [— 

Inr DCE MTE DPE 

, Unión del TFIID 


TAF 


TBP 


TAF 

TAF 


, Unión del TFIIB 


TAF 


TBP 


TAF 


Unión de la polímeras^ 
yóe TFfEF 


TAF 


TAF 


Polimerasa 



TAF 


TAF 



Polimerasa 


ARN 


Figura 7.1 1 Formación de un 
complejo de preiniciación de la 
polimerasa II in vitro. Entre los 
elementos de secuencia presentes en 
los promotores de la polimerasa 
figuran la caja TATA {secuencia 
consenso TATA A), situada 25 a 30 
nucleótidos corriente arriba de! sitio de 
inicio de la transcripción, el elemento 
de reconocimiento de TFIIB {BRE), 
situado unos 35 nucleótidos comente 
arriba del sitio de inicio de la 
transcripción, el elemento iniciador 
(Inr), que abarca el sitio de inicio de 3a 
transcripción, y varios elementos 
locabzítdos corriente abajo del sido de 
inicio de Ja transcripción (DCE, MTE y 
DPE). La formación de un complejo de 
transcripción comienza median te Ja 
unión del factor de transcripción 
TFIID. Una subunidad de este factor, Ea 
proteína de unión a TATA o TBP, se 
une a la caja TATA; otras subunidades 
(factores asociados a TBP o TAF) se 
unen al elemento Inr y elementos de 
promotores situados comente abajo. A 
continuación, TFIIB /B) se une a TBP y 
a secuencias BRE, lo que se sigue de la 
elaboración de la unión de la 
polimerasa asociada a TFItFfF), 
Finalmente, las proteínas TFTIF(E) 
y TFJIF(H) se asocian a este complejo. 
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Figura 7.12 Modelo del complejo de preimdarión 
de la transcripción polimerasa II. Un modelo 
molecular de la ARN polimerasa H (gris), TBP (verde), 
TF1IB (amarillo), TFIIE (morado), TFTIF (azul), Y TFIIH 
(beige) ensamblados sobre eí promotor La orientación 
del complejo de iniciación en el ADN que se muestra en 
es la imagen es opuesta a la que aparece en la Figura 
7,11, (De D, A, Bushnell y cois,, 2DÜ4, Sderice 303:983.) 



rece tener al menos dos importantes funciones. En primer lugar dos de las 
subunidades de TFIIH son helicasas, que desenrollan el ADN alrededor di- 
sido de iniciación (estas subunidades de TFIIH son también necesarias par- 
la escisión y reparación de nucleótidos, como fue expuesto en el Cap, ó 
Otra subunidad de la TFIIH es una proteína quinasa que fosforila determ - 
nadas secuencias repetidas en el dominio O terminal de la subunidad por* 
cipa! de la ARN polimerasa ü, El dominio C-terminal de la polimerasa 17 
CTD) consiste en repeticiones en tándem (27 repeticiones en levaduras v 52 
en el hombre) de siete aminoácidos con la secuencia consenso Tyr-Ser-rT- 
Thr-Scr-Pro-Ser. La fosforilación del residuo 5 de serina (el quinto aminoáci- 
do) en estas repeticiones CTD por acción de la TFIIH pro teinqu inasa induce 
la liberación de la polimerasa del complejo de preinidadón y da lugar al c - 
mienzo de la transcripción. 

Aunque el reclutamiento secuencia! de cinco factores de transcripcu r 
generales y la ARN polimerasa O descritos aquí representan el sistema 
mínimo necesario para la transcripción in vi tro, en el interior celular se re- 
quieren factores adicionales. Estos factores incluyen el complejo prole; ; 
Mediador que consiste en más de 20 subunidades distintas e interacción 
con factores generales de transcripción y la ARN polimerasa (Fig. 7.13). E 
complejo Mediador no solamente estimula la transcripción basa!, sino qué 
además desempeña una función clave en la asociación de los factores gene- 
rales de transcripción con los factores específicos de transcripción de cier- 
tos genes que regulan la expresión génica. Las proteínas Mediadoras se li- 
beran de la polimerasa tras el ensamblaje del complejo de preiniciación y 1* 
fosforilación del dominio C-terminal. A continuación, el CTD fosforilado =<• 
une a otras proteínas que facilitan la elongación transcripdonal y que parti- 
cipan en el procesamiento del ARN m, que se aborda en una sección ulter: r 
de este capítulo. 

Transcripción por las ARN polímerasas I y III 

Como fue expuesto con anterioridad, la transcripción de los genes que osi - 
fican los ARN ribo sóndeos y de transferencia y algunos pequeños ARN r 
codificantes en células eucariotas. Las tres clases de ARN polímerasas ie-1 
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Fosforilación 
de CTD 


Inicio de la transcripción 



Figura 7.13 Complejos de ARN polimerasa ll/Mediador y de inicio de la 
transcripción» La ARN polimerasa lí está asociada con proteínas Mediadoras, 
además de con los factores de transcripción generales, en el promotor. El complejo 
Mediador se une al CTD no fosfo rilado de la polimerasa II, y es liberado tras la 
fosforilación del CTD cuando se inida ía transcripción, A continuación, el CTD 
fosforilado se une a factores de elongación y de procesamiento que facilitan la 
síntesis y procesamiento del ARNitv 


quieren factores de transcripción adicionales para asociarse a los promoto- 
res adecuados. 

La ARN polimerasa l se dedica de forma exclusiva a la transcripción de 
genes de ARN ribosómico, que están presentes en forma de repeticiones en 
tándem. La transcripción de estos genes da lugar a un pre-ARNr 45S de 
gran tamaño, que es procesado para dar los ARNr 28S, 18$ y 5,8$ (Fig, 7.14), 
El promotor de los genes de ARN ribosómko se extiende unos 150 pares de 
bases corriente arriba del sitio de inicio de la transcripción. Estas secuen- 
cias promotoras son reconocidas por dos factores de transcripción, el UBF 
(factor de unión corriente-arriba) y el SL1 (factor de selectividad 1), que se 
unen de forma cooperativa al promotor y posteriormente reclutan a la po- 
limerasa 1 para formar el complejo de iniciación (Fig. 7,15). El factor de 
transcripción SL1 se compone de cuatro subunidades proteínicas, una de 
las cuales es la TBP. Dado que el promotor de los genes de A RN ribosómico 
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Promotor 18S 5 t 8S 2QS 

ADNr | ~ T~ T -I I— I ' í — ~ 

-150 +1 ; 

I Transcripción 


pre-ARNr 45S i 1 til i r 

| Procesamiento 

18S 5,BS 28S 

ARNr I - J CU I' - — 

Figura 714 Gen de ARN ribosómico, El ADN ribosómico (ADNr) se transcribe 
para dar lugar a una molécula de ARN de gran tamaño (pre-ARNr 45S) que 
posteriormente es dividida en ARNr de 28S, 185 y 5,85, 


no contiene una secuencia TATA, la TBP no se une a secuencias promot r* 
específicas. En lugar de ello, la asociación de la TBP con los genes de Al 
ribosómico está mediada por la unión de otras proteínas en el compk*»: 
SL1 al promotor. 

Los genes del ARNt, ARN 5S y algunos de los ARN pequeños Implica: - 
en el corte y empalme y en el transporte de proteínas se transcriben por 
dio de la ARN polimerasa III. Estos genes se transcriben a partir de tres ca- 
ses de promotores diferentes, dos de los cuales se encuentran en el inrtr« 
en lugar de por delante, de la secuencia transcrita (Fig, 7.16). De los 


transcritos por la ARN polimerasa III los estudiados con mayor profun4H 
dad son los del ARNr 5S de Xenopus. El TFIIXA (que ha sido el primer tadJ 
de transcripción purificado) inicia el ensamblaje del complejo de tran>:^- 
don uniéndose a secuencias específicas de ADN en el promotor del ger áá I 
ARNr 5S. Esta unión se sigue de la. unión secuencia l de TFIIIC, TFU1B . m i 
polimerasa. Los promotores de ios genes del ARNt se diferencian del pvl 
motor del ARNr 55 en que no contienen la secuencia de ADN recono: -JU 
por el TFIIIA. En lugar de ello, el TFIIIC se une directamente a los prorr ta- 
res de los genes del ARNt, y atrae al TFIIIB y la polimerasa para fornu- jt 
complejo de transcripción. Los promotores de la tercera clase de 
transcritos por la polimerasa ÍI1, incluyendo los genes que codifican aipM I 
nos de los ARN pequeños nucleares implicados en el corte y empalme * 
localizan por delante del punto de iniciación de la transcripción. Estos j 
motores contienen una secuencia TATA (como los promotores de alg_m*l 
genes de la polimerasa H) además de un punto de unión para otro íaam* 
denominado SNAR 5NAF y TFIIIB se unen cooperativamente a esto^ .gJ 


SU 



Figura 7.15 Iniciación efe la transcripción del ADNr. Dos factores de 
transcripción, el UBF y el SL1, se unen conjuntamente al promotor ,del ADNr . 
reclutan a la ARN polimerasa 1 para formar el complejo de iniciación, Una 
subunidad del SLl es la proteína de unión a TATA (TBP). 
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TFIIIC 
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TFIIIC 


Figura 7.16 Transcripción de los 
genes de la polimerasa NI. Los genes 
transcritos por la polimerasa III se 
expresan a partir de tres tipos de 
promotores. Los promotores de los 
genes del ARNr 55 y AK\ : t están 
corriente abajo del sitio de iniciación 
de la transcripción. La transcripción 
del gen de ARNr 5S comienza con la 
unión de TFTI1A, seguido del TFIIIC 
TFHTB y la polimerasa. Los promotores 
del ARNt no tienen un sido de unión 
para el TFIIIA, ya que éste no es 
necesario para la transcripción. En su 
lugar, es el TFIIIC el que inicia la 
transcripción de los genes de los ARNt 
gracias a su unión a las secuencias 
promotoras, y posteriormente a la 
asociación de TFIIIB y la polimerasa. El 
promotor del gen del ARNsn Uó está 
corriente arriba del punto de iniciación 
de la transcripción y contiene una 
secuencia TATA, que es reconocida por 
la subunidad de la proteína de unión a 
TATA ÍTBP) del TF11JB, en cooperación 
con otro factor denominado SNAP. 


ARNsn U6 


SNAP 


TFIIIB 



motores, y TFIIIB se une directamente a la secuencia TATA. Esto está media- 
do por una proteína de unión a TATA, TBP, que es una de las subunidades 
de TFIIIB. Al igual que en el caso de los promotores de otros genes de la 
ARN polimerasa TIT, a continuación TFIIIB recluta a la polimerasa al com- 
plejo transe ripcional. 


Regulación de la transcripción en eucariotas 

Pese a que el control de la expresión génica es mucho más complejo en eu- 
cariotas que en bacterias, se aplican los mismos principios básicos. Al igual 
que ocurre en las bacterias, la transcripción en las células eucariótícas está 
controlada por proteínas que se unen a secuencias reguladoras específicas y 
modulan la actividad de la ARN polimerasa. Una diferencia importante en- 
tre la regulación transe ripcional en procariotas y eucariotas, sin embargo, 
resulta del empaquetamiento del ADN cucariótico en cromatina, lo que li- 
mita su disponibilidad como molde para la transcripción. Como resultado, 
las modificaciones de la estructura de la cromatina juegan papeles funda- 
mentales en el control de la transcripción en células eucariotas. Un área es- 
pecialmente interesante de investigación actual está basado en el descubri- 
miento de que los ARN no codificantes, además de las proteínas, regulan la 
transcripción en células eucariotas mediante modificaciones de la estructu- 
ra croma tínica. 
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Secuencia reguladora 



«reportero» 


T ransf ección de 
células receptoras 


Expresión del gen 
reportero 


Figura 7.17 Identificación de las secuencias reguladoras eucarióticas. Se une 

la secuencia reguladora de un gen eucariótíco donado a un gen «reportero» que 
codifica una enzima fácilmente deteetable. El plásmido resultante se introduce en 
células receptoras cultivadas mediante transección. Una secuencia reguladora 
activa dirige la transcripción del gen reportero, y su expresión es detectada en las 
células transfe ciadas. 


Secuencias de regulación en cis : promotores y estimuladores 

La transcripción en bacterias se regula por la unión de proteínas a secuen- 
cias de acción en cis (p. ej., el operón la c) que controla ¡a transcripción de 
genes adyacentes. Secuencias de acción en cis similares regulan la trans- 
cripción de genes eu cariotas. Estas secuencias han sido identificadas en cé- 
lulas de mamífero por medio de la utilización de ensayos de transferencia 
génica con el fin de estudiar la actividad de regiones sugerentes de poseer 
fundón reguladora en genes donados (Fig. 7.17). Las secuencias de regu- 
lación eucarióticas se unen a un gen «reportero» que codifica una enzima 
fácilmente detectadle, como la ludferasa de la luciérnaga (la enzima que 
produce bioluminiscencia), La expresión del gen reportero tras su transfe- 
rencia a células en cultivo proporciona un ensayo sensible para determinar 
la actividad de las secuencias reguladoras en la dirección de la transcrip- 
ción. Es posible identificar regiones reguladoras biológicamente activas, ; 
se puede utilizar la mutagénesls in vi tro para determinar la función de se- 
cuencias específicas. 

Los genes transcritos por la ARN polimerasa U tienen dos elementos pro- 
motores principales, las secuencias TATAe Inr, que sirven de sitios de unión 
específicos para factores de transcripción generales. Otras secuencias de ac- 
ción en cis sirven de sitios de unión para una amplia variedad de factores cU 
regulación que controlan la expresión de genes individuales. Estas secuen- 
cias reguladoras en cis se localizan de forma frecuente, pero no constante 
corriente arriba del sitio de inicio de la transcripción. Por ejemplo, dos se- 
cuencias de regulación que se encuentran en muchos genes eucarióticos 
fueron identificadas en estudios del promotor del gen que codifica a la timi- 
dína quinasa en el virus del herpes simple (Fig. 7.18). Ambas secuencias -t 
localizan a 100 pares de bases corriente arriba de! sitio de inicio de la trans- 
cripción: sus secuencias consenso son CCAAT y GGGCGG (llamada se- 
cuencia GC, o GC box). Actualmente han sido identificadas proteínas espe- 
cíficas que se unen a estas secuencias y estimulan la transcripción. 

En contraste con la relativamente simple organización de las secuencia- 
CCAAT y GC en el promotor de la timidina quinasa del virus del herpes 
muchos genes de células eucarióticas están controlados por secuencias de 
regulación localizadas a mayor distancia (en ocasiones a más de 50 kil oba- 
ses) del sitio de inicio de la transcripción. Estas secuencias, denominadas 
estimuladores o enhancers, fueron identificadas por primera vez en estu- 
dios del promotor de otro virus, el SV40 (Fig. 7,19). Además de una secuen- 
cia TATA y un conjunto de seis secuencias GC, para llevar a cabo una trans- 
cripción eficiente se requieren dos repeticiones de 72 pares de bases 
localizadas más lejos corriente arriba. Se observó que estas secuencias est - 




j fifiscfig LjH 
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Figura 7.IH Promotor cuca ri ótico, El promotor del gen de la timidina quinasa del 
virus del herpes simple* contiene tres secuencias corriente arriba de la secuencia 
TATA, necesarias para una transcripción eficaz: una secuencia CCAAT y dos 
secuencias GC (secuencia consenso GGGCGG), 
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muían la transcripción de otros promotores además del promotor del SV40, 
sorprendentemente, su actividad no depende ni de la distancia ni de su 
orientación respecto al sitio de inicio de la transcripción (Fig. 7,20), Pueden 
estimular la transcripción situados corriente arriba o abajo del promotor y 
orientados en cualquiera de los dos sentidos. 

La capacidad de los estimuladores de funcionar incluso a distancia de los 
sitios de iniciación de la transcripción sugirió inicia Invente que actúan por 
un mecanismo distinto al resto de los promotores. Sin embargo, esto no ha 
resultado ser cierto: los intensificadores, como los promotores, actúan ligan- 
do factores transcrípcionales que regulan posteriormente a la ARN p o lime- 
rasa. Esto es posible porque el ADN forma bucles, que permiten que un f ac- 
or de transcripción unido a un intensificad or lejano interactúe con el 
complejo ARN poli me rasa /Mediador en el promotor (Fíg. 7.21). Los facto- 
res de transcripción unidos a estimuladores lejanos pueden por tanto actuar 
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Figura 7,19 Estimulador del SV40, 

El promotor del SV4Ü para la expresión 
génica precoz contiene una secuencia 
TATA v seis secuencias GC 
organizadas en tres grupos de 
secuencias repetidas. Además, para 
una transcripción eficaz se necesita un 
potendador situado hacia arriba en la 
cadena que consta de dos repeticiones 
de 72 pares de bases (pb). 


■ Los potenciadores o enhoncers 
pueden funcionar a través de 
grandes distancias, a veces incluso 
desde distintos cromosomas. Este 
proceso, denominado transvección, 
ha sido mejor estudiado en 
Drosophih e implica la regulación 
de la expresión de un gen por parte 
de secuencias potenciadoras trans- 
activadores presentes en su 
cromosoma homólogo separado. 


Figura 7.20 Actuación de Los 
estimuladores. Sin un estimulador, el 
gen se transcribe a un nivel basal bajo 
(A). La adición de un estimulador, É 
— por ejemplo, las repeticiones de 72 
paros de bases del SV40 — estimula la 
transcripción. El estimulador es activo 
no sólo cuando se coloca en la cadena 
justo por delante del promotor (Bj, 
sino también a varias kilobases hacia 
arriba o hacia abajo del sitio de inicio 
de transcripción (C y D). Además, los 
estimuladores son activos orientados 
en cualquiera de los dos sentidos (E). 
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Figura 7.21 Formación de bucles en 
el ADN. Los factores de transcripción 
unidos a estimuladores lejanos pueden 
interaccionar con el complejo ARNI 
polímera sa II /Mediador o los factores 
de transcripción generales en el 
promotor gradas a que el ADN es 
capaz de formar bucles. Por este 
motivo no existe una diferencia 
fundamental entre la acción de factores 
de transcripción unidos al ADN justo 
por delante de! promotor y aquellos 
estimuladores lejanos. 



Estimulador 


Factores 
de transcripcióiy 
específicos f 


Compleja de preiniaaoon 


TATA A 


Figura 7.22 Estimulador de la 
mmurtoglobulma. El estimulador de 
la cadena pesada de la 
inmunoglobulina abarca unas 200 
bases y contiene nueve secuencias 
funcionales (E, \iE\-5 t re, uB y OCT) 
que conjuntamente estimulan la 
transcripción en linfocitos B. 


por el mismo mecanismo que los situados adyacentes a los promotores, por 
lo que no existe ninguna diferencia fundamental entre las acciones de los in- 
tensifica do res y las de las secuencias reguladoras en as adyacentes a los si- 
tios de inicio de la transcripción. Es interesante reseñar que aunque los en- 
hancers fueron inicial mente identificados en en cariotas, han sido 
posteriormente encontrados en bacterias — un caso inusual de aplicación de 
estudios en encadólas como modelo para sistemas procarió ticos. 

La unión de proteínas de regulación transe opcional específicas a los esti- 
muladores es responsable del control de la expresión génica durante el de- 
sarrollo y la diferenciación, así como en la respuesta celular a hormonas y 
factores de crecimiento. Un ejemplo conocido es el estimulador que contro- 
la la transcripción de genes de inmunoglobu linas en linfocitos B, Los expe- 
rimentos de transferencia génica han establecido que el estimulador de las 
inm un oglobulinas es activo en linfocitos, pero no en otros tipos celulares 
Por tanto, esta secuencia reguladora es al menos en parte responsable de la 
especificidad tisular en la expresión de los genes de inm un oglobulinas en el 
tipo celular apropiado. 

Una característica importante de ios estimuladores es que habitualmente 
contienen múltiples secuencias funcionales que ligan diferentes proteínas 
de regulación transen pelo nal Estas proteínas funcionan de forma conjunta 
en la regulación de la expresión génica. Por ejemplo, el estimulador de las 
cadenas pesadas de inmunoglobulina abarca unos 200 pares de bases y con- 
tiene al menos nueve secuencias distintas que sirven de sitio de unión a pro- 
teínas (Fig. 7.22). Una mutación en cualquiera de estas secuencias reduce 
pero no elimina la actividad intensifica dora, indicando que las fundones de 
¡as proteínas individuales que se unen al Lntensíficador son, al menos en 
parte, redundantes. Muchas de las secuencias individuales del intensifica- 
dor de las inmunoglobulinas estimulan por sí mismas la transcripción en 
células no iinfoides* Por tanto la actividad restringida del lntensíficador In- 
tacto en linfocitos R no se debe a que cada uno de sus componentes posea 
especificidad tisular. La especificidad tisular en la expresión resulta de la 




200 pares de bases 
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:m binad ón de secuencias individuales que componen ei intensificador. 
Estos elementos incluyen algunas secuencias reguladoras de actuación en 
s que se unen a activadores de la transcripción que se expresan de forma 
específica en linfocitos B, así como otras secuencias reguladoras que unen 
r-presores en células no lirtfoides. Por tanto, el estimulador de las inmuno- 
globulinas contiene elementos de regulación negativa que inhiben la trans- 
cripción en tipos celulares inapropiados, así como elementos de regulación 
positiva que activan la transcripción en linfocitos B. La actividad conjunta 
del estimulador es mayor que la suma de sus partes, reflejando la acción 
combinada de las proteínas asociadas con cada una de sus secuencias indi- 
viduales. 

Aunque la formación de bucles de ADN permite que los enkancers actúen 
i una distancia considerable de los promotores, la actividad de cualquier 
'ihancer dado es especifica para el promotor de su gen diana correspon- 
diente. Esta especificidad se mantiene gracias a los aisladores o elementos 
carrera, que dividen a los cromosomas en dominios independientes e impi- 
den que los mhancers actúen sobre promotores localizados en dominios ad- 
yacentes, Los aisladores también previenen que se propague la estructura 
je la cromatina de un dominio a sus vecinos, manteniendo así regiones del 
jenoma reguladas independientemente. Se cree que los aisladores funcio- 
nan organizando dominios independientes de cromatina en el interior del 
núcleo, pero su mecanismo de acción requiere de más investigación para su 
dilucidación. 

Sitios de unión para factores de transcripción 

Los sitios de unión para las proteínas reguladoras transcripc tonales en las 
secuencias promotoras o potendadoras se han identificado generalmente 
mediante dos tipos de experimentos. El primero, footprinting de ADN o 
toma de huellas, se ha descrito anteriormente en relación con la unión de la 
ARN poümerasa a promotores procariotas (véase Fíg, 7,31 La segunda téc- 
nica es en el ensayo de variación de movilidad electroforética en el que un 
fragmento de ADN marcado con una sonda radiactiva se incuba con una 
preparación proteica y es sometido a electroforesis en un gel no desnatura- 
lizante (Fig, 723), La unión de las proteínas se detecta como un descenso en 


■ Un obstáculo importante para la 
terapia génica es que los genes 
introducidos a menudo son 
regulados de forma aberrante o 
inactivados como consecuencia de 
la estructura cromatínka cercana. 
La adición de elementos aisladores 
es una potencia I solución a este 
problema. 
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Figura 7.23 Test del cambio en la 
movilidad electroforética. Se divide 
en dos una muestra que contiene 
fragmentos de ADN marcados 
radiactivamente, y una de las mitades 
es incubada con una proteína que se 
une a una secuencia determinada de 
ADN. Las muestras son 
posteriormente analizadas mediante 
electroforesis en un gel no 
desnaturalizante, de forma que la 
protema permanezca unida aí ADN, La 
unión de la pro teína se detecta gradas 
a la migración más lenta de los 
complejos ADN -proteína comparada 
con la del ADN libre. Realmente sólo 
una parte del ADN en la muestra está 
unido a la pro teína, por lo que tanto 
los complejos de ADN -pro teína como 
el ADN libre se detectan por la 
incubadón del ADN con la proteina 
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Figura 7.24 Sitios de unión de Jos factores de transcripción representativos. 

Eos sitios de unión de tres factores de transcripción de mamíferos (API, Myc y 
5RFJ se muestran como pie logra mas en tos que Ja frecuencia de cada nucleótido 
está representada por la altura de la letra correspondiente en cada posición del sitio 
de unión. 


la movilidad electrof oré tica del fragmento de ADN, puesto que su migra- 
ción a través del gel se ve ralentizada por la pro teína unida. El uso combina- 
do de la toma de huellas y el ensayo de variación de la movilidad electrofo- 
rética ha permitido correlacionar los sitios de unión de proteínas con ios 
elementos reguladores de los potenciadores y promotores, indicando que 
estas secuencias generalmente representan sitios de reconocimiento esped - 
ticos para las proteínas de unión al ADN. 

Los sitios de unión para la mayoría de los factores de transcripción con- 
sisten en secuencias cotas de ADN, típicamente abarcando 6-10 pares de ba- 
ses, En la mayoría de los casos, estos sitios de unión son degenerados, 1< 
que significa que el factor de transcripción se unirá no sólo a la secuencia 
consenso sino también a secuencias que difieren del consenso en una o má> 
posiciones. Es por tanto común representar los sitios de unión para factores 
de transcripción como pictogramas, representando la frecuencia de cada 
base en todas las posiciones de los sitios de unión conocidos para un fact ' 
determinado (Fig, 7.24). Dada su naturaleza corta degeneradas, las secuen- 
cias que coinciden con los sitios de unión para factores de transcripción 
ocurren con frecuencia en el ADN genómico, de modo que las secuencias 
reguladoras fisiológicamente significativas no pueden ser identificadas 3 
partir de la secuencia de ADN por sí sola. Como se ha descrito en el Capil - 
lo 5, identificar ¡as secuencias reguladoras funcionales en el ADN genómici 
sigue siendo uno de los retos principales de la bioinformática y la biología 
de sistemas. 

Una técnica experimental importante para la determinación de regiones 
de ADN que se unen a un factor de transcripción en el interior de la célula 
ha sido proporcionado por ¡a inmunopreripitadon croma tínica (Fig, 7.25 
En primer lugar las células son tratadas con formaldehído, que une a la- 
proteínas al ADN mediante enlaces cruzados. Como resultado, los factores 
de transcripción están unidos covalentemente a las secuencias de ADN a las- 
que estaban unidas en la célula viva, A continuación la croma tina es extra- 
da y rota en fragmentos de unos 500 pares de bases. Los fragmentos de 
ADN unidos a un factor de transcripción de interés ahora pueden ser aisla- 
dos mediante inm un oprecip ilación con un anticuerpo específico frente 
factor de transcripción (véase Fig. 4.30). Los enlaces producidos por el fc:- 
maldehído se revierten, y el ADN in m unopredpí tado es aislado y analizz- 
do para determinar los sitios a los que el factor de transcripción especifi: 
estaba unido en la célula. Además del análisis de inmunoprecipítados cre- 
ma tínicos para estudiar la unión de un factor de transcripción a una secuen- 
cia reguladora determinada, se pueden identificar todos los sitios de unión 
de un factor de riesgo en una célula dada por medio del análisis genómiee 
de los fragmentos de ADN i nmun oprecipitado mediante seeuenriación a 
gran escala del ADN o hibridación con m icroar r ay s. 


Proteínas de regulación transcripcíonal 

Una variedad de proteínas reguladoras de la transcripción han sido aisla- 
das en base a su unión a secuencias específicas de ADN. Uno de los pretor - 
pos de factores de transcripción euca notas fue identificado inicial mente por 
Robert Tjian y sus colaboradores durante estudios de ia transcripción dea 
ADN de SV4Q. Se observó que este factor (denominado Spl, por proteína dt 
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Figura 7.25 Inmunoprecipitadón cromatínica. Las células son tratadas con 
íorm aldehido para que se formen enlaces cruzados entre el ADN y las proteínas y a 
continua don son soni cadas para producir fragmentos de croma tina. Los 
fragmentos de cromatina son incubados con un anticuerpo contra un factor de 
transcripción específico, y los fragmentos de cromatina unidos al anticuerpo son 
recolectados como se muestra en la Figura 430. Los enlaces cruzados son entonces 
revertidos, y el ADN purificado para dar lugar a fragmentos de ADN que 
contienen los sitios de unión para el factor de transcripción específico de interés. 


especificidad 1) estimulaba la transcripción mediante su unión a cajas de 
GC en el promotor de SV40, Es importante resaltar, que la unión específica 
de Spl a la caja GC no sólo estableció la acción de Spl como un factor de 
transcripción específico de secuencia, sino que también surgió un abordaje 
general para la purificación de factores de transcripción. El aislamiento de 
estas proteínas supuso inicialmente un formidable reto dado que están pre- 
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Aislamiento de un factor de transcripción eucariótico 


Purificación por afinidad de proteínas de unión a secuencias 
específicas del ADN 

James T. Kadonaga y Robert Tjian 

University qf Caiifomia, Berketey, CA, EE UU. 

Proceedíngs ofíhe National Academy qf Sciences, USA. 1986, 
Volumen 83. págs, 5889-5893 


Contexto 

Tras los estudios del ope rúo tac por 
Jacob v Monod, quedó claro que la 
transcripción está regulada por 
proteínas que se unen a determinadas 
secuencias de ADN, Un prototipo de los 
estudios de la expresión génica en 
células eucariótícas es el del virus de los 
monos SV4G, en el cual se identificaron 
varias secuencias reguladoras del ADN 
a principios de la década de 1980, En 
1983 Wilílam Dynan y Robert Tjian 
demostraron por primera vez que una 
de estas secuencias (la secuencia GC) es 
el sirio de unión específico de una 
proteína de lee la ble en 
extractos nucleares de 
células humanas. Esta 
proteína (llamada proteína 
especifica 1 o Spl ) no sólo se 
une a la secuencia GC, sino 
que también estimula la 
transcripción ¡n vitm, lo que 
confirma que es un 
activador de la transcripción 
específico de secuencia. 

Para estudiar el 
mecanismo de acción de la 
Spl era necesario obtener el 
factor de transcripción en 
forma pura así como donar 
el gen de la Spl , Se convirtió 
así en una prioridad aislar a 
la Spl de forma pura, 
aunque suponía un reto 
técnico importante. Tanto la 
Spl como otros factores de 
transcripción representan 
tan sólo alrededor del 
0,001% del total de las 
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Puriftearión de la Spl, Electroíoresis en gel de las proteínas 
presentes inidolmente en el extracto nuclear bruto (carril 1 ) 
y de las proteínas obtenidas tras uno o dos ciclos de 
cromatografía de afinidad al ADN (carriles 2 y 3. 
respetivamente). Se indica a la izquierda del gel el tamaño 
de las proteínas marcadoras de peso molecular 
(en kilodaitons), y mediante flechas los polípépbdos de la Spl. 


proteínas celulares, por lo que no 
pueden ser purificadas por las técnicas 
bioquímicas convencionales* James 
Kad onaga y Robert Tjian solventaron el 
problema desarrollando un método de 
cromatografía por afinidad al ADN, que 
llevó a la purificación no sólo de la Spl 
sino también otros muchos factores de 
transcripción eutariótícos, abriendo por 
tanto el camino para el análisis molecu- 
lar de la regulación de la transcripción 
en células eucariótícas. 

Experimentos 

La cromatografía de afinidad al ADN, 
desarrollada por Kadonaga y Tjian, es 
t * un método que se basa en 

M la unión específica y ton 

una alta afinidad entre la 
Spl y la secuencia GC, 
GGGCGG. Se emparejaron 
con partículas sólidas 
oligonucJeótidos 
sintéticos poseedores de 
múltiples copias de esta 
f secuencia, y se hizo pasar 

un extracto nuclear bruto 
a través de esta columna 
de partículas ligadas a 
secuencias GC del ADN. 
A continuación las 
partículas fueron lavadas 
para eliminar las proteí- 
nas que no quedaron 
unidas de manera especí- 
fica con los DÍigonucleófi- 
dos. Por último, se realizó 
otro lavado de las 
partículas con suero 
salino hipertónico (CIK 
2 3 Q,5M), con el objetivo de 

separar la Spl del ADN y 
liberar por tanto la Spl de 
la columna. 

La electTofóresis en gel 
demostró que el extracto 
nuclear bruto aplicado 
inicialmente a ¡a columna 



era una mezcla compleja de proteínas 
(véase figura). Por el contrario, 
aproximadamente el 90%. de las 
proteínas recuperadas tras dos ciclos de 
cromatografía de afinidad al ADN 
corresponden a sólo dos polípéptidos, 
identificados como Spl por su unión al 
ADN y por su actividad en estudios de 
transcripción m litro. Por tanto, la Spl 
ha sido eficazmente purificada 
mediante la cromatografía de afinidad 
por el ADN. 

Impacto 

En su documento de 1986, Kadonaga v 
Tjian afirman que la técnica de 
cromatografía por afinidad al ADN 
«debería ser aplicable a la purificación 
de otras proteínas de unión a secuencia* 
específicas del ADN”. Esta predicción 
ha sido ampliamente confirmada; y 
gracias a este método ha sido posible 
aislar muchos factores de transcripción 
eucariótkos. Los genes que codifican 
otros factores de transcripción se han 
aislado por otro mecanismo alternativo 
(desarrollado de manera independiente 
por los laboratorios de Phillip Sharp y 
de Sim en McKnight en 1988) en el cual 
se revisan las bibliotecas de expresión 
de ADNc mediante sondas de 
oligonudeótidos para detectar proteína* 
recomhinantes que se unen 
específicamente a las secuencias 
deseadas del ADN* La posibilidad de 
aislar proteínas de unión a secuencias 
específicas del ADN por estos métodos 
ha permitido la descripción detallada de 
la estructura y el funcionamiento de usi 
amplía variedad de proteínas 
reguladoras de la transcripción, 
proporcionando las bases para la actual 
comprensión de la expresión génica en ’ 
células eucariótícas. 
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Figura 7.26 Purificación de la Spl 
mediante cromatografía de afinidad 

p or ADN . Se adh i eren oligonucleó ti d OS 
de doble cadena que contienen 
secuencias repetidas de secuencias GC 
a partículas de agarosa, y se traspasan 
a una columna. Se añaden entonces a 
la columna una mezcla de proteínas 
celulares con la Spl; dado que la Spl se 
une de manera específica a los 
oligonucleó ti dos con la secuencia GC, 
es retenida en la columna, mientras 
que otras proteínas la atraviesan. Tras 
lavar la columna con un ta ropón 
h i persa Uno se disocian la Spl del ADN 
con la secuencia GC, con lo que se 
obtiene la proteína Spl purificada. 


sentes en muy pequeñas cantidades (p. e¡., únicamente el 0,001% de las pro- 
teínas celulares totales), difíciles de purificar por técnicas bioquímicas con- 
vencionales. Este problema fue superado por la cromatografía de afinidad 
de ADN (Fig. 7.26). Múltiples copias de oligonucleótidos correspondientes 
a la secuencia GC fueron fijadas a un soporte sólido, y se hicieron pasar ex- 
tractos celulares a través de la columna de oligonucleótidos. Dado que la 
Spl se une a la secuencia GC con alta afinidad, quedaba específicamente re- 
tenida en la columna. Se pudo por tanto obtener proteína Spl altamente pu- 
rificada para ser utilizada en estudios posteriores. 

La cromatografía de afinidad por ADN, utilizada por primera vez en la 
purificación de la Spl , lia sido utilizada con éxito para aislar una amplia 
variedad de proteínas de unión al ADN con especificidad de secuencia 
a partir de células eucariotas. Los genes que codifican otros factores de 
transcripción han sido aislados mediante el análisis de bibliotecas de ADNc 
de expresión para identificar proteínas recombinantes que se unen a 
secuencias específicas del ADN, El clonaje y secuenci ación de ADNc de 
factores de transcripción ha llevado a la acumulación de una gran cantidad 
de información sobre la estructura y función de estas críticas proteínas re- 
guladoras. 

Estructura y función de los activadores de la transcripción 

Dado que ios factores de transcripción son fundamentales para la regula- 
ción de la expresión gánica, la comprensión de sus mecanismos de acción es 





Sección M • Flujo de la información genética 


274 



Figura 7,27 Estructura de los activadores de la transcripción. Los activador- 
de la transcripción constan de dos dominios independientes. El dominio de unión 
al ADN reconoce una secuencia de ADN especifica, y el dominio de activación 
interne dona con otros elementos de la maquinaria de la transcripción. 


■ Se han desarrollado factores de 
transcripción artificiales con 
dominios en dedo de tiñe 
diseñados para unirse a secuencias 
específicas del genoma. Ligando 
diferentes dominios efectores al 
dominio de unión al ADN, el gen 
diana puede ser activado o 
reprimido. Esta tecnología puede 
aplicarse a la terapia génka y al 
desarrollo de plantas y animales 
tía nsgén icos. 



actualmente una importante área de investigación en biología celular y mo- 
lecular, De estas proteínas, las estudiadas con mayor profundidad son 
activadores de la transcripción, que, como la Spl, se unen a secuencias : 
guiadoras de ADN y estimulan la transcripción. Estos factores constan 
general de dos dominios: una región de la pro teína se une especifícame 
al ADN; la otra activa la transcripción interactuando con otras proteínas 
cluyendo el Mediador u otros componentes de la maquinaria de transcirr- 
ción (Fig. 7.27). La función básica del dominio de unión al ADN es de ¡ 
el factor de transcripción en el sitio conecto del ADN; a continuación, el 
minio de activación entonces estimula, independientemente, la transcr 
ción a través de interacciones proteína -pro teína. 

Actualmente se han identificado muchos factores de transcripción . 
rentes en células eucariotas, con unos 2,000 codificados por el genoma hí 
mano. Contienen distintos tipos de dominios de unión al ADN, algunos . 
los cuales se ilustran en la Figura 7.28. El más común es el dominio de de, 
de zinc, que contiene repeticiones cisterna e histídina que ligan lóm - 
eme y se pliegan en bucles («dedos») que se unen al ADN, Estos dominio 
fueron inidalmente identificados en el factor de transcripción de la A-N 
polimerasa III TFIIIA pero se encuentran también en factores de regula.: 
transcripción a les de los promotores de la polimerasa 11, incluyendo la rr 
Otros ejemplos de factores de transcripción que posee dominios en ded m 
de cinc son los receptores de hormonas esteroídeas, que regulan la 
cripción génica en respuesta a hormonas como los estrógenos y la testo 
roña. 


La estructura hélice-vuelía-hélice se describió inidalmente en protv 
de unión al ADN procarió ticas, como la protema activ adora de c atabe: 
(CAP) de E, colL En estas proteínas una hélice realiza la mayor parte os 
contacto con el ADN, mientras que las otras hélices estabilizan la ínter ic- 
ción. En las células eucarióticas un tipo de proteínas con conformación hefi- 
ce- v uelta-hélice son las proteínas con homeodominios, que tienen un p. : 
crítico en la regulación de la expresión génica durante el desarrollo embrio- 
nario. Los genes que codifican estas proteínas fueron descubiertos en ma- 
tantes Dwsophila. Algunos de los motantes de Drosophila descritos im; : 
mente (denominados matantes homeóticos en 1894) daban lugar ai 
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Dominio de cremallera de leucinas 


Hélice de 
jnión al ADN 



(B) Hélice-giro-hélíce 



(D) Hélice- bu ele- hélice 


íce | 


Hélice ■ 


Hélice de 
unión al ADN 


figura 728 Familias de dominios de unión al ADN. (A) Los dominios en dedo 
ie cinc son bucles en los que una hélice a y una lámina (i engloban de manera 
coordinada un ión cinc, (B) Los dominios hélice-giro-hélice constan de tres regiones 
helicoidales (o en algunos casos cuatro). Una de las hélices (la hélice 3} es la que 
'ealiza la mayor parte de los contactos con el AON, mientras que las hélices 1 y 2 se 
apoyan encima y estabilizan la interacción. (C) Los dominios de unión al ADN de 
proteínas con cremallera de leucinas están formados por dos cadenas 
poKpeptídicas distintas. Las responsables de la dimeriz ación son las interacciones 
entré las cadenas laterales hidrofóbicas de residuos de leucina expuestos en uno de 
ios lados de cada región helicoidal (cremallera de leucinas). Inmediatamente detrás 
de la cremallera de leucinas está la hélice de unión al ADN, rica en aminoácidos 
básicos. (D) Los dominios con estructura hélice-bucle- lié li ce son parecidos a los de 
cremallera de leucinas, excepto en que los dominios de dimerizacíón de cada una 
ie estas proteínas consisten en dos regiones helicoidales separadas por un bucle. 


desarrollo de moscas en las que una parte del cuerpo estaba sustituida por 
otra. Por ejemplo, en el muíante horneó tico Antennapedia crecen patas en 
vez de antenas en la cabeza de la mosca (Fig* 7.29). Desde entonces se ha 
identificado un amplio abanico de proteínas con homoedominios similares 
en hongos, plantas y otros animales, incluida la especie humana. 

Otras dos familias de proteínas de unión al ADN, las proteínas con cre- 
mallera de leucinas y con estructura hálice-bude-hélíce, contienen domi- 
nios de unión ai ADN formados por la dirneriz ación de dos cadenas poli- 
pep tí dicas. La cremallera de leucinas contiene cuatro o cinco residuos de 
leucina separados por intervalos de siete aminoácidos, quedando sus cade- 
nas laterales hidrofóbicas expuestas en un lado de una región helicoidal. 
Esta región sirve de dominio de dimerización para las dos subunidades 
proteínicas, que permanecen unidas por ¡as interacciones hidrofóbicas entre 
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Figura 7.29 Mutación Antennapedia. 

Las moscas motantes Antennapedia 
tienen en la cabeza patas en lugar de 
antenas. (A) Cabeza de una mosca 
normal. (B) Cabeza de una mosca 
muíante Atítejumpedia. (Cortesía de F. 
Rudolf Turnen Universidad de 
Indiana.) 



Dominio 



interacciones 
con e¡ mediador 
y los factores 
de transcripción 
generales 


Modificación 
de la estructura 
de la cromatina 


Figura 7.30 Actuación dé los 
activadores transcrípcionafes* Los 

activadores eucarióticos estimulan 
la transcripción por dos mecanismos. 
1) Interactúan con las proteínas de! 
Mediador y con los factores de 
transcripción generales para facilitar 
el ensamblaje de un complejo de 
transcripción y estimulan la 
transcripción, 

y 2) interactúan con los coactivadores 
para facilitar la transcripción 
modificando la estructura de la 
cromatina. 


Lis cadenas laterales de las leucinas. Inmediatamente después de la crem*j 
llera de leudnas existe una región rica en aminoácidos cargados positr» 
mente (lísirta y arginina) que se unen al ADN. Las proteínas con estmcti* 
de hélice-bucle-hélice tienen una estructura similar, exceptuando que 
dominios de dimerización están formados por dos regiones helicoidal* 
cada uno, separados por un bucle. Una característica importante de los 
tores de transcripción con cremallera de leudnas y estructura hélice-bu -Je- 
hélice es que distintos miembros de estas familias pueden formar díme^a 
entre ellos. Por tanto, la combinación de distintas subunidades de proteirai 
puede dar lugar a un mayor abanico de factores que pueden diferir en :3 se? 
cuencia de ADN reconocida y en las actividades de estimulación de M 
transcripción. Las proteínas con cremallera de leudnas y con estructura ái 
hélice-bucie-hélice tienen una importante fundón en la regulación de U a 
presión géníca indudble con especificidad tisular, y la formación de dñ*fl 
ros entre diferentes miembros de sus familias es un aspecto crucial del 
trol de su función. 

Los dominios activadores de los factores de transcripción no están ln 
bien caracterizados como sus dominios de unión al ADN. Algunos de elxa^ 
denominados dominios de activación acidices, son ricos en residuos carpi- 
dos negativamente (asparía to y glutamato); otros son ricos en residuo át 
prolina o glutamina. Los dominios de activación de los factores de frr* 
cripción eucarióticos estimulan la transcripción mediante dos mocan isrr«É 
diferentes (Fíg. 7.30). En primer lugar, interactúan con las proteínas de! Me 
diador y con los factores de transcripción generales, como TFIIB o TFLÜ 
para reclutar la ARN polimerasa y facilitar el ensamblaje de un compleja jt 
transcripción sobre el promotor, similar a los activadores transcripción^!* 
de las bacterias (véase Fíg. 7.9). Además, los factores de transcripción eu**¡ 
Héticos interactúan con una variedad de coactivadores que estimular li 
transcripción modificando la estructura de la cromatina, como se estu4H 
más adelante en este capítulo. También es importante el hecho de que m 
activadores no solo regulen la iniciación de la transcripción: La elongaciái 
del procesamiento de! ARN también puede ser regulado, tanto por modyfe 
don directa de la actividad de la ARN polímeras a como por los efectos =*■ 
bre la estructura croma tínica. 

Represores eucarióticos 

La expresión génica en células eucarióticas está regulada por repres< ui 
además de por activadores de la transcripción. De igual forma que sus ~m 
mólogos procari óticos, los represores de encanutas se unen a secuencias e* 
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Figura 7.31 Acción de los represores 
e uca riótí eos . ( A ) Determ i na d os 
reprt>sores bloquead i a unión de 
activadores a secuencias reguladoras* 
(B) Otros represores tienen dominios 
de represión activos que inhiben la 
transcripción mediante interacciones 
con proteínas mediadoras o factores de 
transcripción generales, además de con 
correpresores que actúan para 
modificar ia estructura crümatínica. 



pecíficas de ADN e inhiben la transcripción* En algunos casos, los represo- 
res euca rió ticos simplemente interfieren con la unión de otros factores 
transcripción ales al ADN (Fig. 731 A). Por ejemplo, la unión de un represor 
cerca del sitio de iniciación de la transcripción puede bloquear la interac- 
ción de la ARN polimerasa o de factores generales de transcripción con el 
promotor, de forma similar a los represores bacterianos. Otros represores 
compiten con los activadores por unirse a secuencias específicas de regula- 
ción. Algunos de estos represores contienen el mismo dominio de unión al 
ADN que el activador, pero carecen de su dominio activador. El resultado 
de su unión al promotor o al estimulador es el bloqueo de la unión del acti- 
vador, inhibiendo por tanto la transcripción. 

En contraste con los represores que simplemente interfieren con la unión 
de activadores, muchos represores (denominados represores activos) con- 
denen dominios específicos que inhiben la transcripción por medio de 
interacciones pro teína -proteína (Fig. 7.31 13 J. El primero de estos represores 
fue descrito en 1990 en estudios sobre un gen denominado Kríippel, que in- 
terviene en el desarrollo embrionario de Drosopíitífl, El análisis molecular de 
la proteína Kríippel ha demostrado que contiene un dominio de represión 
enlazado a un dominio con estructura de dedos de cinc de unión al ADN, lo 
que inhibe la transcripción vía interacciones protema-proteína* 

Muchos de los represores activos encontrados tienen una función clave 
en la regulación de la transcripción de células anímales, siendo en ocasiones 
los reguladores principales del crecimiento y la diferenciación celulares. Al 
igual que en el caso de los activadores de la transcripción, se han identifica- 
do diversos dominios represores. Por ejemplo, el dominio represor de 
Kríippel es rico en residuos de alanina, mientras que otros dominios repre- 
sores son ricos en pro lina o residuos acídicos. Los objetivos de los represo- 
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res también son diversos, los represores pueden inhibir la transcripción 
interactuando con proteínas acti vaderas específicas, con proteínas de 
Mediador o factores de transcripción generales, y con correpresores c_. 
actúan modificando la estructura de la croma tina. 

La regulación de la transcripción por medio de represores además de coa 
activadores amplía de forma considerable el abanico de mecanismos q\M 
controlan la expresión de ios genes eucarió ticos. La inhibición de la expr— 
sión de genes con especificidad tisular parece ser una importante funaóc 
de los represores. Por ejemplo, como fue expuesto previamente, se cree c _ . 
un sitio para la unión de un represor en el estimulador del gen de las inmu- 
no globulinas contribuye a su expresión con especificidad tisular suprimiese 
do su transcripción en células no linfoides. Otros represores desempeña 
un papel crucial en el control de la proliferación y diferenciación celular— 
en respuesta a hormonas y factores de crecimiento. 

Regulación de la elongación 

La transcripción de un gran número de genes se regula a nivel de la forma- 
ción del complejo de preiniciación y el comienzo de la transcripción [ve.uv 
se Figs. 7.11 y 7.13). Sin embargo, también puede regularse a nivel de 
elongación. La importancia del control de la elongación se ha puesto de re- 
lieve en algunos estudios recientes en los que se ha observado que la ARN 
polímeras a 11 comienza la transcripción de muchos genes tanto de Drosi: ri- 
fo como humanos, pero poco después se detiene corriente debajo de los r* - 
motores. Estas moléculas de ARN polimerasa proseguirán la transcripc: ¿m 
ai recibir las señales adecuadas. Sorprendentemente, muchos de los ger<s 
en los que se detienen las polimerasas están sometidos a regulación por - 
nales extracelulares o únicamente están activos durante el periodo de de- 
sarro lio, lo que podría reflejar la importancia del control de la elongac :e 
transcripción al durante el desarrollo y la diferenciación. 

La transcripción mediada por la ARN polimerasa II se pone en marcr 
tras ía fosforilación de la serína-5 del CTD por acción de la TFIIH proteo 
quinas a (Fig. 7.32). Tras el comienzo de la transcripción, la polimerasa sinte- 
tiza una secuencia corta de ARN y enseguida se detiene en un sitio cercar 
al comienzo del gen, habitualmente a unos 50 nudeótidos del sitio de imc 
de la transcripción. La parada de la polimerasa en este sitio obedece a ü 
asociación de factores reguladores negativos, como NELF (factor de elor_: 
ción negativo) y DSIF, que impiden la continuación de la transcripción 
reanudación de este proceso depende de la acción de otro faetón conocid 
como P-TEFb (factor de elongación de la transcripción positivo-b). El faets ■ 
P-TEFb contiene una proteínquinasa que fosforila a los factores NliL r 
DSIF, además de la serina-2 del CTD de la ARN polimerasa, lo que pone 
marcha de nuevo la elongación productiva y la asociación de otros faetones 
de elongación y procesamiento al CTD, 

Se cree que el reclutamiento de P-TEFb constituye el principal paso en ¡2 
regulación de la elongación y, al menos, algunos activadores transcripck : -na- 
les se asociarían a esta molécula para incorporarla a los promotores. Ni 
obstante, los mecanismos que controlan la elongación constituyen un as- 
pecto novedoso y poco estudiado de La regulación transcripcional. 

Relación entre la estructura cromatínica y la transcripción 

Tal y como se mencionó en la exposición previa, tanto los activadores ce- 
los represores regulan la transcripción en eucariotas no sólo Interacción» 
do con Mediador y otros componentes de la maquinaria transcripc i ona 
sino también induciendo cambios en la estructura de la cromatina. En ii.ci’ 
de estar presente en el interior del núcleo como el ADN desnudo, el A7-N 
de todas las células eucarióticas se encuentra fuertemente unido a las bis» 
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Fosforilación, de NELF, 
DS1F y se riña -2 del CTD 
por acción de P-TEFb 



Figura 7.32 Regulación de la elongación transcripc tonal. 

La transcripción se pone en marcha tras la fosforilación del dominio 
extermina I de la ARN poli mera sa II en la serina-5 por acción de la TFILH 
pro te inquirí asa. Los factores que intervienen en las etapas iniciales 
del procesamiento del ARN se asocian al CTD fosforilado- Además, 
algunos factores reguladores negativos (NELFy DSIF) se asocian 
a la polimerasa, que se detiene a unos 50 nucleótidos de distancia del sitio de inicio 
de la transcripción. La transcripción (elongación productiva) se reanuda como consecuencia 
de la fosforilación de NEl.F y D5TF y la serina-2 del CTD de la polimerasa por acción de P-TEFb, 
El NFJ F asi fosforilado se separa del complejo y algunos factores necesarios para la elongación 
y el procesamiento se incorporan al mismo. 


Elongación productiva 
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ñas. La unidad estructural básica de la cromatina es el núcleo soma, qu- 
consiste en 147 pares de bases de ADN enrollado en torno a dos moléculas 
compuestas cada una por las histonas H2A, H2B r H3 y H4 r con una molécu- 
la de histona H1 unida al ADN donde entra en la partícula del núcleo soma 
{ véase Fig, 5/12), La cromatina se condensa aún más, enrollándose en es- 
tructuras de orden superior organizadas en grandes bucles de ADN. Es:r 
empaquetamiento del ADN eucariótico en cromatina claramente posee i re- 
portantes consecuencias en términos de disponibilidad como molde para i¿ 
transcripción, de modo que la estructura de la cromatina es un aspecto crít - 
co para la expresión génica en las células eucariótícas. 

Los genes transcritos activamente se encuentran en cromatina relató a 
mente descondensad a, probablemente correspondiendo a las fibras de cu- 
ma tina de 3ü-nm descritas en el Capítulo 5 (véase Fíg. 5.13), Por ejemplo la 
visual ización microscópica de los cromosomas poli tánicos de Drosophik in- 
dica que las regiones del genoma que están implicadas activamente en la 
síntesis de ARN corresponden a regiones cromosómicas descondensa c - 
(Fíg. 7.33). No obstante, los genes transcritos activamente permanecen ur 
dos a historias y empaquetados en nudeosomas, de modo que los factores 
de transcripción y la ARN polímera sa siguen enfrentándose al problema - 
interaccionar con la cromatina en lugar de con el ADN desnudo. El estrec 
enrollamiento del ADN en tomo al núcleo de la partícula del nucleosoma - 
un gran obstáculo para la transcripción, afectando tanto a la capacidad ae 
los factores de transcripción de unirse al ADN como a la capacidad de fci 
ARN polímera sa de transcribir a través de un molde de cromatina. 

La modificación de la estructura de la cromatina puede llevarse a cari 
por medio de diversos mecanismos, como interacciones con proteínas 
HMG (grupo de gran movilidad), modificaciones de las histonas y reorga- 
nizaciones de los nudeosomas. Las proteínas HMG representan una sur-' 
familia de proteínas que afectan a la estructura de la fibra de la cromatind 
Se conocen tres familias de estas proteínas: HMGA, HMGB y HMGX 
proteínas HMGA y HMGB pueden curvar la molécula de ADN para tac h- 
tar la unión de diversos factores reguladores a la cromatina. Las prcu-ir» 
HMGN se unen de manera específica a los nudeosomas en sitios que m 


Figura 7.33 Regiones cromosómicas 
desconde risadas de Drosophila. 

Imagen de microscopio óptico que 
muestra regiones descondertsadas de 
cromosomas poli tónicos (flechas), que 
son activas en la síntesis de ARN , 
(Cortesía de Joseph Gall, Carnegíe 
Institute.) 
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Figura 7.34 Acetiladón de historias. 

(A) Las historias del núdeo tienen 
dominios plegados que irtíeraecionan 
con otras his tonas y con el AON en el 
nudeosoma, y extremos N-termí nales, 
que se extienden por fuera del 
nudeosoma, Los extremos N- 
terminales de las historias del núcleo 
(p, ej„ H3) son modificados añadiendo 
grupos aceti lo (Ac) en las cadenas 
laterales de determinados residuos de 
Usina, (B) Los activadores y represores 
de la transcripción se asocian con 
coactivadores y correpresores, con 
actividad acetíltransferasa de histonas 
(HAT) y desacetilasa de histonas 
(HDAC) respectivamente. La 
acetiladón de histonas es característica 
de la croma tina transcrita activamente. 


m 



Histonas ace riladas 
Cromatina activa 



Histonas desacedadas 
Cromatina inactiva 


la pan con el sitio de unión de la histona H1 y pueden inducir la desconden- 
sación de la estructura de la cromatina. 

El primer tipo descrito de modificación de histonas, aceti lacio n de las 
histonas se ha correlacionado con la cromatina transcripcionaimente activa 
en una amplia variedad de tipos celulares (Fig. 7,34), Las histonas del nú- 
cleo (H2A, H2B r H3 y H4) tienen dos dominios: un dominio plegado, que 
interviene en las interacciones con otras histonas y en el enrollamiento del 
AON alrededor del núcleo del micleosoma, y un dominio o extremo amí no- 
termina], que se extiende por fuera del nudeosoma, El extremo a mino-te r- 
minal es rico en Usina y puede ser modificado por aceti lación en residuos de 
Usina específicos. 

Estudios de dos grupos de investigadores en 1996 proporcionaron víncu- 
los directos entre la acetiladón de las histonas y la regulación transcripdo- 
nal, demostrando que los activadores y represores transcripción ales están 
asociados con histona acetíltransferasa s y deacetiUsas, respectivamente. 
Esta asociación se descubrió en primer lugar mediante la clonación de un 
gen que codificaba una histona acetíltransferasa de Tetrahifinem. Sorpren- 
dentemente, la secuencia de esta histona acetíltransferasa estaba estrecha- 
mente relacionada con un coa ctív ador transcripcional de levaduras previa- 
mente conocido. Más experimentos demostraron que la propia GcnSp 
posee actividad histona acetíltransferasa, sugiriendo que la activación 
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Figura 7.35 Met ilación y fosforilación 
da historias. La actividad 
transen pelona 1 de la croma tina está 
afectada tanto por la mediación y 
fosforilación de residuos aminoaeíditos 
específicos presentes en la cola de las 
historias, como por acetiladón. Los 
distintos patronos de modificación de 
las histonas son característicos de la 
eromatina transe ripcíonal mente activa 
e inactiva. 


27 


transcripcional resulta directamente de la acetiladón de historias. Estos 
sultados se han extendido mediante demostraciones de que las historia i ae- 
ti Itr ansí erases también se asocian con un número de coactivadores trans- 
cripcionales en mamíferos, además de con el factor de transcripción genera. 
TF1TD* Por el contrario, muchos correpresores transcripcional es tanto er 'le- 
vaduras como en células de mamífero funcionan como histona deacetüasi 
y retiran los grupos acedlo de las colas de las his tonas. La acetiladón de fas- 
tonas es por tanto, dirigida directamente por activadores y represores trans- 
cripcionales, lo que indica que juega un papel clave en la regulación des 
expresión génica eucariótica. 

Las histonas no sólo se modifican por acetiladón, sino también por om» 
tipos de modificación, como la me til ación de residuos de Usina y argininaj * 
la adidón de péptidos pequeños (ubiquitma y SUMO, recogidos en el Cap k 
a los residuos de Usina* Al igual que la acetiladón, estas modificaciones tie- 
nen lugar en residuos aminoacídicos específicos de las colas de las historia* 
y se asocian a cambios de la actividad transcripcional (Fig, 7.35)* Aparente- 
mente, las modificaciones de las histonas influyen en la expresión gen: c* 
tanto como consecuencia de la alteración de las propiedades de la croma ti- 
na como al crear sitios de unión de otras proteínas que activan o inhiben k 
transcripción. Por ejemplo, la eromatina transcripcíonaimente activa se aso- 
cia a varias modificaciones específicas de la histona H3, como la metí lacias 
de la lisina-4, la fosforilación de la ser i na -10, la acetiladón de las Usinas-* 
14, 18 y 23, y la mediación de las argininas-17 y 26, La acetiladón neutra_- 
za la carga positiva de los residuos de Usina y parece potenciar la activador 
transcripcional como consecuencia de la relajación de la estructura de ¿ 
eromatina* Por otra parte, los residuos acetílados de Usina actúan como si- 
tios de unión de muchos otros factores activadores de la transcripción 
Otras proteínas que activan la transcripción se unen a residuos metí lado* 
de lisina‘4. Por el contrario, la metílación de las Usinas 9 y 27 se asoda a re- 
presión y condensación de la eromatina. Las enzimas que mutilan estos 
slduos de Usina son reclutadas hacia los genes diana por moléculas corr^ 
preseras* A continuación, Jos residuos de Usina 9 y 27 de H3 actúan con™ 
sitios de unión de proteínas que inducen la condensación de la croma tina 
lo que vincula directamente esta modificación de una histona con la repre- 
sión transcripcional y la formación de heterocroma tilia. 

Cabe destacar que estas modificaciones de la colas de histona también 
regulan entre sí, lo que da lugar a distintos patrones de modif icación de his- 
tonas. Por ejemplo, la fosforilación de la servna-lü de H3 (que se relacíor.i¡ 
con activación transcripcional) induce la acetiladón de la Usina- 14 (también 
asociada a activación), pero inhibe la mediación de la lísma-19 (que se vincu- 
la con represión). Por tanto, la fosforilación de la serina-10 de esta histona in- 
duce otras modificaciones características de la croma tina transcripción^:- 
mente activa. Por el contrario, la proteína que se une a los residuos mediados 
de lísina-9 se asocia con actividad de desacetilación de histonas, lo que fav - 
rece la condensación de la cromatina y la represión transcripcional. 

Las histonas modificadas actúan como sitios de unión de proteím- .jar 
introducen cambios en otras histonas, por lo que la modificación de las ~w¿ 
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Figura 736 Herencia epigenética de 
Las modificaciones de las historias. 

Los nudeosomas paténtales, que 
contienen histonas modificadas, se 
distribuyen en ambas hebras durante 
la replicadón del ADN. Las histonas 
párenteles modificadas pueden inducir 
unos cambios similares en las histonas 
reden sintetizadas que se han 
incorporado a los cromosomas de la 
progenie. 



Histonas párenteles 
modificadas dirigen 
la modificación de histonas 
recién incorporadas 



tonas representa un mecanismo de herencia epigenética — la transmisión 
de información que no forma parte de la secuencia del ADN en la división 
celular — , Como se ha señalado en el Capitulo 5, los nudeosomas parenta- 
les se distribuyen entre las dos hebras hijas durante la replicadón del ADN 
cromosómico* Por consiguiente, las histonas modificadas pasan de los cro- 
mosomas parentales a los cromosomas hijos (Fig, 7.36), A continuación, es- 
tas histonas modificadas pueden dirigir otras modificaciones similares de 
histonas recién sintetizadas, lo que da lugar al mantenimiento de un patrón 
de modificación de histonas característico de la croma tina activa o inactiva. 
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Figura 7*37 Factores remodeladores de la cromatina. 

Los factores remodeladores de la croma ti na alteran la 
organización o la estructura de los nudeosomas, Por 
ejemplo, un factor remodelador asociado a un activador 
transen pdonal podría facilitar la unión de un factor 
general de transcripción y la ARN polimerasa a la 
cromatina mediante el desplazamiento de los 
nudeosomas del promotor. 



Desplazamiento de nudeosomas 

Unión de factores generales 
de transcripción 
y ARN poiimerasa 



A diferencia de las enzimas que regulan la estructura de la cromatina a tra- 
vés de la modificación de las historias, los factores remodela dores de la 
matina son complejos proteicos que aprovechan energía generada por hidró- 
lisis de moléculas de ATT para alterar los contactos del ADN con las histe r>e 
(Fig, 7.37). Un mecanismo de acción de los factores remodeladores de la r? - 
matina es el deslizamiento de los octá meros de las historias a ío largo de h 
molécula del ADN que da lugar a la recolocación de los nudeosomas para al- 
terar la accesibilidad de secuencias específicas de ADN para los factores r- 
transerípción* Por otra parte, los factores remodeladores de la cromatina pue- 
den inducir cambios conformadonales en los nudeosomas que también ¿res- 
tarían a la capacidad de secuencias específicas de ADN de interaccionar : m 
proteínas reguladoras transcripcionales. Por último, los factores remodeka > 
res de la cromatina pueden eliminar histonas del ADN para crear una redor 
exenta de nudeosomas* Al igual que las enzimas modificadoras de enzima- 
ios factores remodeladores pueden incorporarse al ADN en asociación cm 
activadores o represores transcripcionales V alterar la organización de los iw 
cleosomas con el fin de estimular o inhibir la transcripción. 

El reclutamiento de enzimas modificadoras de histonas y factores res* 
deladores del nucleosoma por los activadores transcripcionales estimula a 
iniciación de la transcripción alterando la estructura croma tínica de las re- 
giones enhancer y promotoras. Sin embargo, tras la iniciación de la trar®- 
cripción, la ARN polimerasa sigue enfrentándose al problema de la eleva- 
ción transcripción al a través del molde de cromatina. Esto se ve fadlitadÉ 
por los factores de elongación que se asocian al dominio C-terniinal ios? - 
rilado de la ARN polimerasa 11 cuando comienza la elongación produciría 
(véase Fig. 732). Entre estos factores figuran enzimas modificadoras de has- 
tonas (acetiltransferasas y metiltransferasas) y factores remod el adoren de a 
cromatina que desplazan temporalmente a los nudeosomas en el transad- 
so de la transcripción. 
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: egulación de la transcripción por ARN no codificantes 

L na serie de adelantos recientes indica que la expresión génica puede regu- 
árde no sólo por las proteínas reguladoras de la transcripción de las que nos 
Éranos ocupado hasta ahora, sino también por moléculas de ARN regulado- 
ras no codificantes, como moléculas pequeñas de ARN de interferencia 
\RNsi) y micro ARN (ARNmi), Estas cortas moléculas de ARN bica tena rio 
suelen inhibir la traducción o Inducir la degradación de ARNm homólogos 
, r medio de la interferencia de ARN (véase Fig. 4.42) y la regulación gcni- 
ca a este nivel posterior a la traducción se abordará en el Capítulo 8. Por 
tra parte, los ARN no codificantes pueden inhibir la transcripción a través 
¿e la inducción de modificaciones de tristonas que provocan condensación 
romatínica y la formación de heterc roma tina. La represión transcripcional 
por ARN si se conoce con detalle en la levadura de fisión S. pombe, en la que 
estas moléculas dirigen la formación de heterocromatlna en los centrómeros 
Fig, 738), Los ARN si se asocian a un complejo proteico denominado el 
complejo de silenciamiento transcripcional inducido por ARN (KITS). Las 
hebras separadas de ARNsi orientan a este complejo hacia el gen homólogo, 
os i ble mente a través del apareamiento de bases con el nuevo transcrito de 
ARN, El complejo RITS contiene proteínas que inducen condensación cro- 
ma tínica y mediación de la lisina-9 de la histona H3, lo que induce la forma- 
ción de heteroeromatina. Asimismo, se ha descrito el silenciamiento trans- 



ARNsi 


Figura 7.38 Regulación de la 
transcripción por ARNsi. La 

asociación transcripcional está 
mediada por la asociación de ARNsi 
con el complejo RJTS. A continuación, 
el ARNsi guía al RITS hacía el gen 
homólogo diana, probablemente por 
complemeritariedad con transcritos del 
ARNm naciente asociado a la ARN 
polimerasa JL RÍTS incorpora a una 
histona metiltransferasa que motila la 
lisma-9 de la historia H3 y da lugar a la 
formación de la heterocromatina y la 
represión de la transcripción. 


Asociación a RITS 
Desen rol temiente del ARNsi 



Asociación con el transcrito 
de ARNm en gen diana 



RNAsi 


Mutilación de I i si na 9 de H3 
Formación de heterocromatina 



Represión de la transcripción 
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Figura 739 Inactivación del 
cromosoma X, El cromosoma X 
inactivo (azul) está cubierto por ARN 
Xist (rojo). (De B. Panning y R. 
Jaenísch, 1998. Celt 93:305.) 


Citosína 



Metí I ación 


5'metílcitoslna 



Figura 740 Mediación del ADN. 

Se añade un grupo metilo al carbono 
en posición 5 de los residuos de 
citosína del ADN. 


cripeional por ARNsi en algunas plantas, C elegans, Dtmophila y células 
mamífero, aunque no se conocen bien los mecanismos implicados en 
células. 

El fenómeno de la inactivación del cromosoma X proporciona un 
pió del papel de un ARN no codificante en la regulación de la expr 
génica en mamíferos. En muchos animales, incluido el hombre, las i 
bras poseen dos cromosomas X f y los machos poseen un cromosoma X 
uno Y El cromosoma X contiene unos 1.000 genes que no están pre 
en el mucho menor cromosoma Y (véase Fig. 5.29). Así, las hembras * 
el doble de copias déla mayoría de los genes del cromosoma X que los 
chos. A pesar de esta diferencia, las células femeninas y masculinas cr 
nen cantidades equivalentes de las proteínas codificadas por genes del 
m osoma X. Esto resulta de un mecanismo de compensación de la dosis 
el que la mayoría de los genes de uno de los dos cromosomas X en las 
las femeninas se encuentran inactivados tras ser convertidos en het 
ma tina en un estadio temprano del desarrollo* En consecuencia, sólo 
copia de ia mayoría de los genes Localizados sobre el cromosoma X 
disponible para la transcripción, tanto en células femeninas como 
linas* 

Aunque el mecanismo de inactivación del cromosoma X todavía ne 
comprende por completo, el elemento clave parece ser un ARN no 
cante transcrito a partir de un gen regulador, denominado Xísf, en el 
soma X inactivo. El ARN Xist permanece localizado en el X inactivo, 
dose y cubriendo este cromosoma (Fig. 7.39)* Esto desencadena el 
miento de un complejo proteico que induce la metiladón de los resid 
lisina-27 y lisina -9 de la histona H3, generando la condensación de la 
malina y la conversión de la mayoría del X inactivo en heterocromatina 
algunos estudios recientes se ha observado que la inactivación del ero 
ma X requiere la formación de moléculas bica tena rías de ARN entre 
su hebra complementaria. Estos ARN bicatenarios de Xísf se someten a 
cesamiento para convertirse en ARNsí, que intervienen en la inacth 
del cromosoma X* 


Metiladón del ADN 

La metiladón del ADN es otro mecanismo general que controla la trar 
don en eucariotas. Los residuos de dtosim en el ADN de los hongos 
tas y animales pueden ser modificados por la adición de grupos metilo 
posición del carbono-5 (Fig. 7.40). El ADN es mediado específicamente 
tos citosinas (C) que preceden a guaninas (G) en la cadena de ADN 
cleótido CpG) y esta mediación se correlaciona con la represión tr 
clon al. La mediación generalmente ocurre en el interior de los ele 
tnmsponibles, parece que la mediación juega un papel clave en la sup 
del movimiento de transposones a lo largo del genoma. Adidonatm 
met ilación del AON se asocia con la represión trans cripeional de 
genes, en concierto con tos alteraciones de ta estructura croma tínica. E_- 
p tontas, los ARNsi dirigen Ja mediación del ADN además de las i 
ciones cromatíníeas de los genes reprimidos, aunque no está claro si 
ocurre también en animales. Sin embargo, los genes del cromosoma X 
tivo de mamíferos se mutilan después de la represión transcripción.^ 
acción de Xist ARN, de modo que tanto la mediación del ADN como la 
dificación de tos Listonas parecen jugar un papel importante en la ina 
cion del cromosoma X. 

La mediación del ADN representa el mecanismo mejor conocido de 
renda epigenética. Los patrones de metiladón del ADN se manden tr 
forma estable tras la replicacíón del ADN por acción de una enzima 
me tí la específicamente secuencias CpG de una hebra hija unida a través 
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| R aplicación del ADN 



Figura 7,41 Mantenimiento de fos 
modelos o patrones de metilación. 

F.rt el ADN paren tab ambas hebras se 
encuentran mediadas en las secuencias 
complementarias CpG, Después de la 
replicación, sólo la hebra parental de 
cada molécula hija se encuentra 
motilada. Las hebras hijas de nueva 
síntesis se metilan a continuación 
mediante una enzima que reconoce 
específicamente las secuencias CpG 
opuestas al sitio de mediación. 


puentes de hidrógeno a la hebra parental motilada (Fíg. 741). En 
consecuencia, un gen mediado y reprimido en una célula parental 
continuará estándolo en las células hijas. 

Un papel regulador importante de la me til ación del ADN se ha 
establecido en el fenómeno conocido como impresión o imprinting 
genómico que controla la expresión de algunos genes implicados 
en el desarrollo embrionario de mamíferos. En la mayoría de los ca- 
sos, tanto los a lelos maternos como los paternos de un gen están ex- 
presados en las células diploides. Sin embargo, existen algunos ge- 
nes impresos (se han descrito unos 70 en ratones y humanos) cuya 
expresión depende de si se heredan de la madre o del padre. En al- 
gunos casos, sólo es expresado el alelo parental de un gen impreso, 
y el alelo materno es transcripcional mente inactivo. En otros genes 
impresos, el alelo materno es expresado y el alelo paterno es inac- 
tivo. 

La mediación del ADN parece jugar un papel clave en la diferen- 
ciación entre alelos paternos y matemos de los genes impresos. Un 
buen ejemplo es el gen HÍ9, que se transcribe sólo a partir de la co- 
pia materna (Fíg. 7.42), El gen HÍ9 es metilado específicamente du- 
rante el desarrollo de células germinales masculinas, pero no en las 
femeninas. La unión del esperma y del óvulo en la fertilización, ge- 
nera, por tanto, un embrión que contiene un alelo paterno metilado 
y un alelo materno sin metilar. Así, el alelo H19 paterno permanece 
metilado y transcripcionalmente inactivo en las células embriona- 
rias y en los tejidos somáticos. Sin embargo, el alelo HÍ9 paterno 
pierde la mediación en la línea germinal, permitiendo que se esta- 
blezca un nuevo patrón de mediación para su transmisión a la si- 
guiente generación. 

Maduración y renovación del ARN 

Aunque la transcripción es el primer y más regulado paso en la ex- 
presión génica, es sólo el principio de una serie de procesos requeri- 
dos para producir un ARN funcional. La mayor parte del ARN de 
nueva síntesis ha de ser modificado de varias formas para convertir- 
se en su forma funcional. Los ARNm bacterianos son una excepción; 
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Figura 7.42 Impresión genómica. 

El gen H19 es metilado de forma específica 
durante el desarrollo de las células germinales 
masculinas. Por este motivo ios espermatozoides 
contienen un alelo H19 metilado y los óvulos 
uno no metilado. Con la fecundación y ulteriores 
divisiones celulares, eí alelo paterno continuará 
estando metilado e inactivo respecto a la 
transcripción, de modo que solamente se 
expresará el alelo materno no metilado en el 
embrión. 
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como fue expuesto al inicio de este capítulo, se utilizan mientras están sien- 
do transcritos como moldes para la síntesis de proteínas. Sin embargo, los 
transcritos primarios de los ARNr y ARNt han de pasar por una serie de pa- 
sos de maduración tanto en procariotas como en eucariotas, Los transcritos 
primarios de ios ARNm eucariótícos son sometidos a grandes modificacio- 
nes, incluyendo la eliminación de in trenes por corte y empalmado, antes de 
ser transportados desde el núcleo al citoplasma para servir de moldes en la 
síntesis de proteínas. La regulación de estos pasos de maduración proporcie- 
na un nivel adicional de control de la expresión géníca, al igual que la regu- 
lación de la tasa de degradación de los ARNm. 

Maduración de los ARN ribosómicos y de transferencia 

Como era de esperar dado su papel crucial en la síntesis de proteínas, d 
procesamiento o maduración básicos de los ARN ribosómicos y de transfe- 
renda es similar en procariotas y eucaríotas. Los encarto tas poseen cuatr :■ 
tipos de ARN ribosómico (véase Tabla 7.1), tres de los cuales (ios ARNr 2SS 
18$ y 5,85) proceden del corte de un transcrito precursor único de gran ta- 
maño, denominado pre-ARNr (Fig. 7.43). Los procariotas poseen tres ARN" 
ribosómicos (23S, 16$ y 5$), que son equivalentes a los ARNr 28$, 1 8S y 5 .£& 
de las células eucarlóticas y son también obtenidos a partir de un pre-AR_\r 
único. El único ARNt que no es apenas procesado es el ARNr 55 en eu caño- 
tas, que se transcribe a partir de un gen distinto. 

Los pre-ARNr procarióticos y eucarióticos son madurados en varios pi- 
sos, El corte inicial del pre-ARNr bacteriano produce precursores separad. > 
para los tres ARNr; estos continúan su maduración por medio de escisiones 
secundarias hasta obtener sus productos finales. En las células eucarlóticas 
el pre-ARNr sufre inicialmente un corte en un sitio adyacente al ARNr 5 
en su extremo 5', dando dos precursores que contienen el ARNr 185 y ios 
ARNr 28S y 5,8S, respectivamente. Escisiones posteriores dan lugar a ot 
productos finales, tras lo que el ARNr 5.8S se une por medio de puente? 
hidrógeno a la molécula 28$. Además de los procesos de corte, en la madura- 
ción del ARNr tiene lugar la adición de grupos metilo a las bases y reside > 
de azúcares de nucieótidos específicos y la conversión de algunas uridir^ 
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Figura 7.43 Maduración del ARN 
ri bosó m i co. Las células proca rióticas 
contienen tres ARNr (165, 23S y 5S) 
formados por el corte de un transcrito 
pre-ARNr. Las células eucarióticas 
(p. ej., las células humanas) contienen 
cuatro ARNr, Uno de ellos (el ARNr 
5S) se transcribe de un gen diferente; 
los otros tres (18S, 285 y 5,8S) derivan 
de un pre-ARNr común. Después del 
corte, el ARNr 5,8$ (que es exclusivo 
de eucaríotas) se une al ARNr 285 
mediante puentes de hidrógeno. 


Eucaríotas 
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en pseudouridinas. La maduración del ARXr tiene lugar en el interior del 
nucléolo de las células eucarióticas, y se estudiará en detalle en el Capítulo 9. 

De igual forma que los ARNr, tanto los ARNt bacterianos como los euca- 
rióticos son sintetizados como moléculas precursoras de gran tamaño (pre- 
ARNfc), alguna de las cuales contiene las secuencias de varios ARNt indivi- 
duales (Fig, 7.44), En bacterias algunos ARNt proceden de los transcritos 
pre-ARNr. El procesamiento del extremo 5'de los pre-ARNt se realiza por 
escisión por una enzima denominada ARNasa P, que es especialmente inte- 
resante porque es un prototipo de reacción catalizada por una enzima com- 
puesta por ARN. La ARNasa P contiene ARN y moléculas proteírücas sien- 
do ambos componentes necesarios para alcanzar el nivel de actividad 
máximo. En 1983 Sidney Aitman y sus colaboradores demostraron que el 
componente ARN aislado de la ARNasa F es capaz por sí mismo de catali- 
zar el corte de pre-ARNt En estos experimentos se estableció que la ARNa- 
sa P es una ribozima — una enzima en la cual el componente catalítico está 
formado por ARN en vez de por proteínas. 

El extremo 3' de los ARNt se forma por la acción de una ARNasa proteL 
nica convencional, pero el procesamiento de este extremo de la molécula de 
ARN incluye también una actividad inusual: la adición de una secuencia 
terminal CCA. Todos los ARNt poseen la secuencia CCA en su extremo 3L 
Esta secuencia es el sitio de unión de aminoácidos, por lo que es necesaria 
para el funciona miento del ARNt durante la síntesis de proteínas. El CCA 
terminal está codificado en el ADN de algunos genes de ARNt, pero en 
otros no lo está y es añadido como un paso más en la maduración del ARNt 
por una enzima que reconoce y añade el CCA a los ARNt que carecen de 
esta secuencia. 

Figura 7.44 Maduración del ARN de transferencia, (A) Los ARN de transferencia 
derivan de pre-ARNt, algunos de ios cuales contienen varias moléculas 
independientes de ARNt, El corte en el extremo 5 ' del ARNt es catalizado por la 
ribozima ARNasa P; el corte en el extremo 3" es catalizado por una proteína 
RNAasa convencional. Posteriormente se añade una terminación CCA ai extremo 3' 
de muchos ARNt en una fase de maduración postraos cripdanaL Por último, se 
modifican algunas bases en determinadas posiciones dentro de la molécula de 
ARNt, En este ejemplo, los nucleósidos modificados son la dihidrouridina (DHU), 
la metílguanosína (mG), inosina (I), ribotimidína (T) y pseudouridina (ty), (B) 
Estructura de las bases modificadas. La ribotünidina, dihidrouridina y 
pseudouridina se forman por modificación de las uridínas def ARNt. La inosina y 
la metilguanosina se forman por la modificación de guanosinas. 


(B) Bases modificadas 






Adición de CCA 
al extremo 3' 


Modificación 
de bases 
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Otro aspecto inusual de la maduración del ARNt es la amplia modifica- 
ción que sufren las bases que forman las moléculas de ARNt. Aproximada- 
mente el 10% de las bases de ARNt es alterada para dar una serie de nucleó- 
tidos modificados en posiciones especificas de las moléculas de ARNt 
(véase Fíg. 7.44). La función de la mayoría de estas bases modificadas se 
desconoce, pero algunas desempeñan un importante papel en la síntesis 
proteínica alterando las propiedades de apareamiento de bases de la molé- 
cula de ARNt (véase Cap. 8). 

Algunos pre-ARNt, de igual forma que ios pre-ARNr de determinados 
organismos, contienen íntrones que son eliminados por corte y empalme (o 
sptiáng)* A diferencia de otras reacciones de corte y empalme, que (como se 
comenta en la sección relativa al procesamiento del ARNm), el splicing de los 
ARNt está mediado por enzimas proteicas convencionales. Una en don ucl ca- 
sa escinde d pre-ARNt en los puntos de corte para escindir ei intrón, segui- 
do de la unión de los exones para formar una molécula de ARNt madura. 


Maduración del ARNm en eucariotas 


Animación web 

Procesamiento del ARN 

Las células eucariotas deben procesar el 
producto de ARN procedente de la 
transcripción para formar un ARNm 
maduro y traducible, 



A diferencia de lo que ocurre con la maduración de los ARN ribosómico \ 
de transferencia, la maduración del ARN mensajero presenta importantes 
diferencias entre células procarióticas y eucarí óticas. En las bacterias ios ri- 
bosomas tienen un acceso inmediato al ARNm y la traducción comienza er 
el ARNm naciente mientras está todavía en marcha la transcripción. En eu- 
cariotas el ARNm sintetizado en el núcleo ha de ser transportado al cito- 
plasma antes de ser usado como molde en la síntesis de proteínas. Además 


7-metilguanosina 



o-gg 



Figura 7.4 5 Maduración del ARN mensajero eucariótieo. La maduración del 
ARNm incluye la modificación del extremo 5' mediante la adición de un casquete ^ 
«cap« de 7-metilguanosLna (m'G), la modificación del extremo 3' mediante 
poliadenil ación, y la retirada de intrones medíante corte y empalme. El cap en 5' sí 
forma por adición de un GTE en sentido inverso al extremo 5 ' del ARNm, mediarmi 
una unión 5-5'. La G añadida se media posteriormente en posición N-7, y se 
añaden grupos metilo a las ribosas del primero o los dos primeros nudeótidos del 
ARNm, 


291 


Síntesis y maduración del ARN 


15 productos inicíales de la transcripción eucarióüca (p re- ARNm) son am- 
pliamente modificados antes de salir del núcleo. El procesamiento o madu- 
' ación del pre-ARNtn incluye la modificación de ambos extremos de la mo- 
ecula, así como la eliminación de los intrones de su interior (Fig, 7.45). En 
Lugar de tener lugar como sucesos independientes después de la síntesis del 
r re- ARNm, estas reacciones de maduración están acopladas a la transcrip- 
ción, de modo que la síntesis del ARNm y la maduración constituyen pasos 
estrechamente coordinados en la expresión génica. El dominio C-terminal 
CTD) de la ARN polimerasa ii juega un papel clave en la coordinación de 
estos procesos, sirviendo como sitio de unión para los com piejos enzimáti- 
cos implicados en la maduración del ARNm, La asociación de estas enzi- 
ñas de maduración con el CTD de la polimerasa II es responsable de su es- 
pecificidad en el procesamiento de ARNm; las polimerasas i y 11 carecen de 
CTD, de modo que sus productos no son procesados por los mismos com- 
plejos enzima ticos. 

El primer paso en la maduración del ARNm es la modificación del extre- 
mo 5' del transcrito mediante la adición de una estructura denominada ca- 
peruza o cap de 7-metil guanos i na. Las enzimas responsables de la forma- 
ción de esta caperuza son reclutadas al CTD fosforilado siguiendo la 
iniciación de la transcripción, y la caperuza es añadida tras la transcripción 
de los primeros 20-30 nucleótidos de ARN. La formación de la caperuza es 
iniciada por la adición de una molécula de GTP en orientación inversa al 
nucleótido 5' terminal del ARN. A continuación se añaden grupos metilo a 
este residuo de G y a las formas de ribosa de uno o dos nucleótidos 5 ' de la 
cadena de ARN. La caperuza en 5' estabiliza el ARN, además de alinear los 
ARNm euc a ri óticos sobre el rifa osoma durante la traducción (Cap. 8), 

El extremo 3 J de la mayoría de los ARNm eucaríóticos se forma no por la 
terminación de la transcripción, sino por el corte del transcrito primario y la 
adición de una cola de poli- A — una reacción de la maduración denomina- 
da políadenilación (Fig, 7*46) — . Las señales para la políadenilación inclu- 
yen un hexanucleótido altamente conservado (AAUAAA en células de ma- 
mífero), que está localizado entre 10 y 30 nucleótidos corriente arriba del 
sitio de poíiadenilación, y un elemento de secuencias ricas en G-U corriente 
abajo. Adición ál mente, algunos genes poseen elementos de secuencias ricas 
en G-U corriente arriba del motivo AAUAAA. Estas secuencias son recono- 
cidas por un grupo de proteínas, que incluyen una endon udeasa que corta 
la cadena de ARN y una poli- A polimerasa que añade una cola de unos 200 
nucleótidos al transcrito de ARN. Estas enzimas procesa doras están asocia- 
das con d CTD fosforilado de la ARN polimerasa II, y pueden viajar con la 
polimerasa desde el punto de iniciación. La escisión y políadenilación se 
siguen de la degradación del ARN que ha sido sintetizado más adelante 
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Figura 7.46 Formación del 
extremo 3' del ARNm eucarrótico. 

Las señales de poíiadenilación en 
células de mamíferos consisten en 
un hexanudeótido AAUAAA 
añadido a elementos corriente 
arriba y abajo (ricos en G-U). Una 
endonucleasa corta el pre-ARNm a 
unos 10 a 30 nucleótidos corriente 
abajo del AAUAAA, habitualmente 
en una secuencia CA. 
Posteriormente la polimerasa poli- 
A añade al extremo 3' del ARN la 
cola de poli-A, que está formada 
por unos 200 nucleótidos de 
a denina (A). 
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Figura 7.47 Corte y empalme 
/n vi tro. Se procede a la d onación de 
un gen que contiene un intrón y está 
situado corriente abajo de un promotor 
(P), el cual es reconocido por Ja ARN 
polímerasa de un bacteriófago. El 
plásmido es digerido con una enzima 
de restricción que realiza un corte en el 
extremo 3' del gen insertado para 
conseguir una molécula de ADN 
lineal. Este ADN se transcribe in litro 
con la polímerasa del bacteriófago, 
obteniéndose un pre-ARNm. Las 
reacciones de corte y empalme pueden 
ser estudiadas añadiendo in litro este 
pre-ARNm a extractos nucleares de 
células de mamíferos. 


Promotor para 
la ARN poli me rasa 
del bacteriófago 


Intrón 1 


Pre-ARNm 


ARNm procesado L 


del punto de adición de poli-A, resultando en la terminación de la trans- 
cripción. 

La mayoría de los ARNm eucarióticos está políadenjlada, y se sabe que 
las colas de poli-A regulan la traducción y la estabilidad del ARNm. La pc> 
liadeniladón tiene también un importante papel regulador en fases iniciales 
del desarrollo, donde cambios en la longitud de las colas de poli-A contro- 
lan la traducción del ARNm. Por ejemplo, muchos ARNm están almacena- 
dos en óvulos no fertilizados en una forma no traducida con colas cortas de 
polí-A {habitualmente de 30 a 50 nudeótidos de longitud). La fertilización 
estimula el alargamiento de las colas de poli-A de los ARNm almacenados, 
lo cual a su vez activa su traducción y la síntesis de las proteínas necesarias 
para el desarrollo embrionario. 

La modificación más llamativa de los pre-ARNm es la eliminación de in- 
trones por el procedimiento de corte y empalme o splicing. Como fue ex- 
puesto en el Capítulo 5, las secuencias codificantes de la mayoría de los ge- 
nes eucarióticos están interrumpidas por secuencias no codificantes 
(intrones) que son escindidas de forma precisa del ARNm maduro. En ma- 
míferos, la mayor parte de los genes contienen múltiples intrones, que habi- 
túa Irnen te cuentan con unas diez veces más de secuencias de pre-ARNm 
que los exones. El descubrimiento inesperado de los intrones en 1977 ge- 
neró un activo esfuerzo investigador dirigido a la compresión de los meca- 
nismos de corte y empalme, que se 
suponía deberían ser altamente es- 
pecíficos para producir ARNm fun- 
cionales. Estudios posteriores de los 
fenómenos de corte y empalme nc 
sólo han ilustrado nuevos mecani^ 
mos de regulación génica, sino que 
también han revelado la actividad 
catalítica de ciertas moléculas de 
ARN. 


Mecanismos de corte 
y empalme o splicing 

La clave para entender los mecano 
mos de corte y empalme fue el de- 
smolió de sistemas in litro que lle- 
varan a cabo de forma eficiente i¿ 
reacción (Fig. 7.47), Los pre-ARN^ 
fueron sintetizados in vi tro por me- 
dio de la clonación de genes estruc- 
turales (con sus intrones) adya- 
centes a promotores de la ARN 
polimerasa de un bacteriófago e* 
vectores plasmídicos, que puect^ 
ser obtenidos en grandes cantil 
des. La transcripción de estos pia~ 
midos fue utilizada para obtener 
gran número de pre-ARNm qae 
tras ser añadidos a extractos nudes-I 
res de células animales fueron : e-| 
tados y empalmados de forma :&-] 
rrecta. El uso de dichos sistemas * 
z Uro ha permitido, como en el ca» I 
de la transcripción, analizar los 
nómenos de corte y empalme :arl 
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mucho mayor detalle de lo que hubiera sido posible utilizando células in- 
I tactas. 

El análisis de los productos de la reacción y de los intermediarios forma- 
les in vitro reveló que el corte y empalmado del pre-ARNm tiene lugar en 
I ios etapas (Fig. 7.48). En primer lugar el pre-ARNm es cortado en el sitio de 
:orte y empalme 5', y el extremo 5" del íntrón se une a un nucleótido de ade- 
¡ nina del íntrón (cerca de su extremo 3'b En este paso se forma un vinculo 
I inusual entre el extremo 5' del íntrón y el grupo hidroxilo 2 f de la adenina. El 
intermediario resultante es ima estructura en lazo, en la que el Intrón forma 
un bucle. El segundo paso tiene lugar con el corte en 3' y la unión simultá- 
nea de los dos exones. El Íntrón es escindido como una estructura en forma 
de lazo que es posteriormente degradada en el núcleo de las células intactas. 

Estas reacciones definen tres secuencias críticas en los ARNm: la secuen- 
cía en el sitio de corte 5', la secuencia en el sitio de corte 3' y las secuencias 
en el punto o sitio cié ramificación (el punto en el que se une el extremo 5' 
del intrón para formar la estructura en forma de lazo) (véase Fig. 7.48). Los 
| pre-ARNm contienen secuencias consenso similares en cada una de estas 
tres posiciones, permitiendo al complejo de corte y empalme reconocer a los 
pre-ARNm y llevar a cabo las reacciones de corte y unión implicadas en el 
proceso. 

El análisis bioquímico de extractos nucleares ha revelado que el splicing 
nene lugar en grandes complejos, denominados espliceo somas, compries- 
os de proteínas y ARN. Los ARN que forman parte de los espliceosomas 
son cinco tipos de ARN nuclear de pequeño tamaño (ARNsn) denomina- 
dos Ul, U2, U4, U5 y Uó, Estos ARN, que tienen un tamaño de entre 50 
y 200 nudeótidos, forman un complejo con entre seis y diez moléculas pro- 
:eínicas para dar partículas pequeñas de rinonudeoprotemas nucleares 
RNIFsn), que tienen un papel centra! en el proceso de splicing. Las RNPsn 
Ul, U2 y U 5 contienen cada una una molécula única de ARNsn, mientras 
que las RNPsn U4 y Uó están unidas entre sí formando una única RNPsn, 

El primer paso en la formación del espliceosoma es la unión de la RNPsn 
Ü 1 al sitio de corte 5' del pre-ARNm (Fig. 7,49). Este reconocimiento de los 
sitios de corte 5' se realiza por medio del apareamiento de bases entre la se- 
cuencia dei consenso del sitio de corte 5' y una secuencia complementaria 
en el extremo 5' del ARNsn Ul (Fig. 7,50). Posteriormente la RNPsn U2 se 

5 r SS Punto de ramificación 3" SS 

Exón ti 1 1 Exón 2 

r IQU A AGI--- 



Figura 7.48 Corte y empalme del 
pre-ARNm, El proceso de corte y 
empalme se lleva a cabo en dos pasos. 
El primer paso consiste en una escisión 
en el sitio de corte 5' (SS) y la unión del 
extremo 5' del intrón con una A 
contenida en el intrón (punto de 
ramificación). Con esta reacción se 
consigue un intermediario en f orara de 
lazo, dentro del cual el intrón forma un 
bucle. El segundo paso es !a escisión en 
el sitio de corte 3' y el empalmado 
simultáneo de los exones, 
obteniéndose por escisión del intrón 
como una estructura en forma de lazo, 
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EXPERIMENTO CLAVE 


Descubrimiento del RNPsn 


Los anticuerpos frente a ARN pequeños nucleares que forman 
complejos con proteínas son producidos por pacientes con 
lupus erítematoso 

Michael R. Lerner y Joan A. Steitz 

Yate University, New Haven, Connecticut 

Pwceedings qf the National Academy of Sciences, USA, 1979, 

Volumen 76, págs. 5495-5499 


Contexto 

El descubrimiento de los intrones en 
1977 implicaba que una reacción de 
maduración totalmente novedosa era 
requerida para producir ARNm en las 
células eucarióticas. Los intrones de- 
bían ser escindidos con precisión del 
pre-ARNm, seguido de la unión de 
los exones para dar lugar a una 
molécula de ARNm madura. Dada la 
naturaleza inesperada del ¡ spticing del 
ARNm, comprender el mecanismo de 
la reacción de corte y empalme 
cautivó la atención de muchos 
biólogos moleculares. Uno de los 
principales pasos en la elucidación de 
este mecanismo fue el descubrimiento 
de ios RNPsn y su implicación en el 
spticmg del pre-Ai£Nm. 

Los ARN pequeños nucleares 
fueron identificados por primera vez 
en las células eucarióticas a finales de 
los años 60, Sin embargo, la función 
de los ARNsn permanecía 
desconocida. En este trabajo de 1979, 
Michael Lerner y Joan Steitz 
demostraron que los ARNsn más 
abundantes estaban presentes 
formando complejos ARN -prote ¡ha 
denominados RNPsn, Además, 
proporcionaron la primera sugerencia 
de que estos complejos ARN-proteína 
podrían funcionar en el splking de 1 
p re- ARNm. Esta identificación de 
RNPsn llevó a una variedad de 
experimentos que confirmaron sus 
papeles y elucidaron el mecanismo 
por el que tiene lugar el s plicing del 
pie- ARNm. 

Experimentos 

La identificación de los RNPsn se 
basó en el uso de antisuero de 
pacientes con lupus erítematoso 


sistémico, una enfermedad 
autoinmune en la que los pacientes 
producen anticuerpos frente a 
constituyentes celulares normales. 
Muchos de los anticuerpos 
producidos por pacientes de lupus 
erítematoso sistémico están dirigidos 
frente a componentes del núcleo, 
incluyendo ADN, ARN e histonas. El 
descubrimiento de las RNPsn surgió 
de estudios en los que Lemer y Steitz 
trataron de caracterizar dos 
antígenos, denominados 
ribomicleoproteína (RNP) y Sm, que 

1 2 3 4 



ínmunoprecípitación de ARNsn con 
antis aero de pacientes con lupus eri tema- 
toses sislémico. Carril l r antbSm; carril 2, 
suero control normal; carril 3, antisuero 
que reconoce principalmente el antigeno 
RNP; carril 4, anti-RNP. Existe un ARN no 
especifico denominado X en todos los 
inmunopreci pitad os, incluyendo el control. 



eran reconocidos por anticuerpos de 
pacientes con lupus erítematoso 
sistémico- Datos indirectos sugirieron 
que RNP consistía tanto de prateína 
como de ARN, como su nombre 
indica, pero ni RNP ni Sm habían sido 
caracterizados a nivel molecular. 

Para identificar los posibles 
componentes de ARN en los 
antígenos RNP y Sm, ARN nucleares 
de células de ratón fueron marcadas 
con 32 P e inmunopred pitad as con 
antisuero de diferentes pacientes de 
lupus erítematoso sistémico (véase 
Fig. 4,30), Se encontraron seis especies 
específicas de ARNsn que eran 
inmuno pred pitadas se lee tivamente 
con antisuero de diferentes paciente- 
pero no por suero de un paciente 
control normal (véase figura). El 
suero anti-Sm inmunopredpi tó a los 
seis de estos ARNsn, que se 
designaron Ula, ülb, U2, U4, U5 y 
U6, El suero anti-RNP sólo 
mmunopredpitó Uta y Ulb, y el 
suero de un tercer paciente (que ha 
sido caracterizado como 
principalmente anti-RNP) 
mmunopredpitó Uta, Ulb y U6. Los 
ARNsn inmunoprecipitados fueron 
caracterizados mediante análisis de 
secuencia, que demostró que Ula, 

Ulb y U2 eran idénticos a los ARNsr 
más abundantes previamente 
descritos en núcleos de mamíferos, 
donde Ula y Ulb representaban 
variantes de secuencia de una sola 
especie de ARNsn de U1 presente en 
células humanas. Por el contrario, ios 
ARNsn de U4, U5 y U6 fueron 
identificados por primera vez. por 
Lemer y Steitz en estos experimentos. 
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La irtmunoprecijpi ta ción de estos 
ARNsn demostró que eran 
componentes de complejos 
ARN -proteína. Se había demostrado 
previamente que el suero anti-Sm, 
que inmunoprecipitó los seis ARNsn 
estaba dirigido frente a un an ti ge no 
proteico. De forma similar, se sabía 
que la pro teína era necesaria para el 
reconocimiento antigénico por parte 
del suero anti-RNP. Es más. Lamer y 
Steitz demostraron que ninguno de 
los ARNsn podían ser 
inmunopreci pita dos sí la proteína se 
eliminaba primero mediante una 
extracción det ARN con fenol. Más 
análisis de las células en las qué se 
habían marcado las proteínas con 
^S-metionma identificó a siete 
proteínas nucleares prominentes que 
fueron inmunopredpitadas junto con 
los ARNsn con los sueros anti-Sm y 
anti-RNP. Así, estos datos indicaban 
que cada uno de los seis ARNsn estaba 


presente en un complejo RNPsn con 
proteínas nucleares específicas. 

Impacto 

El descubrimiento de que los ARNsn 
eran componentes de las RNFsn que 
eran reconocidos por antisueros 
específicos abrió un nuevo enfoque 
para el estudio de la fundón del 
ARNsn. Lerner y Steitz indicaron que 
un posible papel «muy intrigante» 
para los ARNsn podría ser en el 
splicing de pre-ARNm, y señalizaron 
que las secuencias próximas al 
extremo 5' del ARNsn U1 eran 
complementarias a los puntos de 
corte y empalme 

Steitz y sus colaboradores 
continuaron con una serie de 
experimentos que estableció la 
implicación crítica de las RNPsn en el 
splidng. Estos estudios incluyeron un 
análisis de secuencia más extenso que 
demostraba la complementariedad de 


las secuencias conservadas en 5- del 
ARNsn Ul a las secuencias consenso 
de sitios de corte y empalme en 5', 
sugiriendo que U1 funcionaba en el 
reconocimiento del sitio de corte y 
empalme en 5', Ad id analmente, el 
antisuero frente a RNPsn se empleó 
para demostrar que Ul era necesaria 
para el splicing de pre-ARNm tanto en 
mídeos aislados como en extractos de 
corte y empalme in uitro. Más 
estudios han seguido para demostrar 
que ios ARNsn por sí mismos juegan 
papeles críticos no sólo en la 
identificación de los sitios de corte y 
empalme, sino también como 
catalizadores de la reacción de 
splicing. Et descubrimiento inicial de 
que los ARNsn eran componentes de 
las RNPsn que podían ser 
reconocidos por antisueros específicos 
abrió la puerta a la comprensión del 
mecanismo de procesamiento del pre- 
ARNm. 


une al punto de ramificación por apareamiento complementaria de bases. 
Un complejo preformado compuesto de las RNPsn U4/U6 y U5 se incorpo- 
ra al espliceosoma, estando la U5 unida a secuencias corriente arriba del si- 
tio de corte 5'. La reacción de corte y empalme se acompaña de reordena- 
mientos en los ARNsn. Las RNPsn U4 /U6 y U5 se disocian del complejo y 
Uó sustituye a Ul en el sitio de corte 5\ A continua ción, U6 se compleja con 
U2, de modo que se ponen en contacto el punto de ramificación y el sitio de 
corte 5' para llevar a cabo la primera reacción del paso de la reacción de cor- 
te y empalme (formación del intermediario con estructura de lazo, véase 
Fig. 7.48). U 5 se une a secuencias del sitio de corte 3' y se mantiene la alinea- 
ción entre los exones 5' y 3' para que puedan empalmarse tras la escisión del 
intrón. 

Los ARNsn no sólo reconocen las secuencias consenso en los sitios de ra- 
mificación y los sitios de corte en los p re- ARN, sino que también catalizan 
la reacción de corte y empalme de forma directa. La fundón catalítica del 
ARN en el splicing se demostró con el descubrimiento de que determina- 
dos ARN eran capaces de a u toempal m a rse (self-spUcing), esto es, eran capa- 
ces de catalizar la eliminación de sus propios int roñes en ausencia de otras 
proteínas o ARN, La reacción de autoempalme fue descrita inicialmente por 
Tom Cech y sus colaboradores en estudios del ARNt 28S del protozoo 7c- 
trahymena. Este ARN contiene un intrón de aproximadamente 400 pares de 
bases que es eliminado de forma precisa tras incubar el pre-ARN en ausen- 
cia de proteínas. Estudios posteriores han revelado que el corte y empalme 
es catalizado por eí intrón, que actúa como una ribozima para dirigir su 
propia escisión de la molécula de pre-ARN, El descubrimiento del autoem- 
palme en el ARNr de ía Tctrahxjmena, junto con los estudios acerca de la 
ARN asa P ya mencionados, han proporcionado la primera demostración de 
la actividad catalítica del ARN. 

Ensayos posteriores han demostrado fenómenos de autoempalme en mí- 
tocondrias, doroplastos y bacterias. Los ARN con actividad autoempal- 
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Figura 7.49 Ensamblaje del 
es pl i ceos orna. El primer pa so en el 
ensamblaje del espliceosoma es la 
unión del RNFsn Ü1 al sido de corte 5' 
(SS), seguido de la unión del KNPsn 
U2 al punto de ramificación. A 
continuación se Incorpora al 
esplieeosoma un complejo preformado 
que contiene las RNPsn U4/U6 y U5. 
La U5 se une a secuencias corriente 
arriba del punto de corte 5', y la U6 se 
separa déla U4y desplaza a la LJl, 

U4 y U 1 se disocian del espiicesoma y 
U6 forma un complejo con U2 que da 
lugar a la formación del intermediario 
con estructura de lazo. V5 se une al 
sitio de corte 3 H y se mantiene la 
asociación entre los exones 5' y 3 r para 
que puedan empalmarse tras la 
escisión del mirón. 




I 3 



5’ ss 

Exón 1 . 


Punto de ramificación 3 1 SS 
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5' SS 


3' SS 


Exón 1 , Intrón 1 Exón 2 



Figura 7.50 Unión de! ARNsn Ul al 
sitio de corte S\ L1 extremo 5' del 
ARNsn Ul se une a las secuencias 
consenso de los sitios de corte 5' 
mediante el apareamiento 
complementario de bases. 


mante se dividen en clases según su mecanismo de acción (Fig, 7.51), EJ pri- 
mer paso en el corte y empalme de los mirones de tipo T (p. ej., el pre-ARN 
de la Tétrahymena) es la escisión en el sitio de corte 5 f mediado por un cof ac- 
tor de guanosina. El extremo 3' del exón liberado reacciona con el sitio de 
corte 3' para escindir el intrón como un ARN lineal. Sin embargo, las reac- 
ciones de autoempalme de los intrones de tipo 11 (p. ej. y algunos pre-ARJ\¡ 
mitocon árlales) son muy similares al corte y empalme nuclear del pre- 
ARNm, en el que la escisión del sitio de corte 5 ' se sigue de la formación de 
una estructura con forma de lazo en el intrón, que luego es escindido. 

La similitud entre el corte y empalme del pre-ARNm mediado por espli- 
ceosomas y el autoempalme de los intrones de tipo H sugirió que los conv 
ponentes catalíticamente activos del esplieeosoma son ARN en vez de pro- 
teínas. Esta similitud sugirió en particular que el corte y empalme del 
pre-ARNm estaba catalizado por los ARNsn del esplieeosoma. Estudios pos- 
teriores del corte y empalme del pre-ARNm han proporcionado un claro so- 
porte para esta visión, y se sabe que U2 y U6, en ausencia de proteínas, pue- 
den catalizar ambos pasos en el corte y empalme del pre-ARNm. El corte y 
empalme del pre-ARNm es por tanto, considerado como una reacción basa- 
da en ARN, catalizada por los ARNsn del esplieeosoma que actúan de forma 
análoga a los intrones de autoprocesamiento del grupo II. Sin embargo, en el 
interior de la célula los componentes proteicos de tos RNPsn también son 
necesarios, y participan tanto en el ensamblaje del esplieeosoma como en la 
reacción de corte y empalme. 

Un cierto número de factores proteicos de spticing que no son componen- 
tes de las RNPsn, también juegan papeles críticos en el ensamblaje del espli- 
eeosoma, especialmente en la identificación de los sitios correctos de corte y 
empalme en los pre-ARNm. Los pre-ARNm de mamíferos generalmente 
contienen múltiples exones cortos (una media de 150 nucleótidos en huma- 
nos) separados por intrones mucho más largos (una media de 3.500 núcleo- 
lídos). Los intrones frecuentemente contienen muchas secuencias parecidas 
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El coíactor de guanosina 
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Figura 7.51 Intrones 
a uto em pal m a n tes (seíf-splicing). 

Los intrones auUíempalm antes de los 
grupos I y II se distinguen por sus 
mecanismos de actuación. En los 
intrones del grupo I, el primer paso es 
la escisión en el punto de corte 5' 
gracias a la reacción con un cofactor de 
güanosina. El resultado es un 
intermediario lineal que tiene una G 
añadida al extremo 5 ' del mirón. En los 
intrones del grupo ÍI (como en el corte 
y empalme del pre-ARNm) el primer 
paso es la escisión en el punto de corte 
5' por reacción con una A del interior 
del intrón, dando lugar a un 
intermediario con estructura de lazo. 
En ambos casos el segundo paso es la 
escisión del sitio de corte 3' y el 
simultáneo empalmado de los exones. 


■ Se estima que el corte y 
empalme aberrante puede causar 
hasta el 15% de todas las 
enfermedades hereditarias. Esto 
incluye patologías como la 
, Halasen! i a y diversos tipos 
de cáncer 


a los puntos de corte y empalme, de modo que la maquinaria de splk rz 
debe ser capaz de identificar las dianas 5' y 3' de corte y empalme apropia- 
das en los límites intrón /exón para producir una ARNm funcional Los tac- 
tores de corte y empalme sirven para dirigir al espLceosoma a la diana ie 
corte y empalme correcta, mediante la unión a secuencias específicas :t 
AR.N en los exones, y reclutando a continuación las RNPsn U1 y U2 a los s 
tíos apropiados del pre-ARNm, mediante interacciones proteína -p roteara 
Por ejemplo, los factores de corte y empalme SR se unen a secuencias e-r— 
cíficas de los exones y actúan reclutando al snRNP U1 al punto de cor:.- t 
empalme 5' (Fig. 7.52), Las proteínas SR también interaccionan con otro fac- 
tor de corte y empalme (U2AF), que se une a las secuencias ricas en pinrr. 
dina en los puntos de corte y empalme 3' y recluta la snRNP U2 al punto át 
ramificación. Además de reclutar a los componentes del espliceosoma d 
pre-ARNm, los factores de corte y empalme acoplan el corte y empalme i -s 
transcripción mediante su asociación con e! CTD fosforilado de la AR_\ rv- 
limerasa 1L Este anclaje de la maquinaria de corte y empalme a la ARX 
polimerasa se cree que es importante para asegurar que los exones se urja 
en el orden correcto a medida que se sintetiza el pre-ARNm. 

Corte y empalme alternativo 

El papel central de los mecanismos de corte y empalme en la madura . * 
del pre-ARNm abre la posibilidad de regular la expresión ge nica por medís 
del control de la maquinaria celular que los lleva a cabo. Dado que mu dnm 
pre-ARNm contienen múltiples intrones, pueden producirse distms* 
ARNm partiendo del mismo gen combinando los sitios de corte 5' y " ^ 
posibilidad de combinar los exones aporta un nuevo modo de contri 2 - te 
expresión génica generando múltiples ARNm (y por tanto múltiples p ntef 
ñas) a partir del mismo pre-ARNm. Este proceso, denominado corte v em- 
palme a i te rn a t i v o (o spl ic i ng a 1 terna ti v o) ocurre de forma h abitu al c r a* 
genes de euca notas superiores Por ejemplo, se estima que más del ? je 
los genes humanos producen transcritos que sufren corte y empalme aten 
natívo, que podría dar lugar a un aumento notable de la diversidad de 
teínas que pueden ser codificadas por los 20.000-25.000 genes estimad m 3* 
ios genomas de mamíferos. Puesto que los patrones de corte y empalme aF 
temativos pueden variar entre ios distintos tejidos y en respuesta a 
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Figura 7.52 Papel de (os factores de corte y empalme en el ensamblaje del 
espliceosoma, Los factores de corte y empalme (proteínas $R) se unen a secuencias 
í-ivcífkas en los exones. Las proteínas SR reclutan la RNPsn til al sitio de corte 5' 
y luí factor de corte y empalme adicional (U2AF) al punto de corte 3'. A 
ec ntinu ación U2AF recluta a RNPsn U2al punto de ramificación. 


ex trace hilares, el corte y empalme alternativo proporciona un importante 
mecanismo de regulación de la expresión gtmica con especificidad tisular y 
a el desarrollo. 

Un ejemplo bien estudiado del procesamiento alternativo específico de 
tejidos lo proporciona la determinación dei sexo en Drosophiln, donde el cor- 
re \ empalme alternativo del mismo pre-ARNm determina si la mosca es 
macho o hembra (Fig. 7.53), El corte y empalme alternativo del pie- ARN m 
de un gen denominado transformador está controlado por una proteína 
SXL) que sólo se expresa en Jas moscas hembra. El pre-ARNIm transforma- 
■ 1 posee tres exones, pero un segundo exón distinto entre ambos sexos se 
incorpora en el ARNm como resultado del uso de puntos de corte y empal- 
me alternativos en 3\ En los machos, el exón 1 se une al sitio de corte y em- 
palme situado más corriente arriba de estos sitios 3', que es seleccionado 
mediante la unión del factor de corte y empalme U2AE En las hembras, la 
proteína SXL se une al sitio de corte y empalme 3', bloqueando la unión de 
_ 2AF. Como consecuencia, el sitio de corte y empalme corriente arriba se 


Machos 


U2AF LIAG 


rra pre-ARNm 


Corte y empalme 


UAG 

1 


| Traducción 

Terminación prematura 
Ninguna proteína funcional 


Hembras 



| Traducción 
Proteína ira funcional 


Figura 7.53 Corte y empalme alternativo en la determinación sexual de 
Drosophiía. El corte y empalme alternativo de! ARNm transformador { tra } está 
regulado por la proteína SXL, que sólo se expresa en las moscas hembra. En los 
machos, el primer exón del ARNm tra se une a un punto de corte y empalme 3' que 
da lugar a un segundo exón que contiene un codón de terminación para la 
traducción (UAG), de modo que no se expresa ninguna proteína tra. En las 
hembras, la unión de la proteína SXL bloquea la unión de U2AF a este punto de 
corte y empalme 3', resultando en el uso de luí sitio alternativo más adelante en el 
exón 2, Este punto de corte y empalme alternativo en 3' se encuentra después del 
codón de terminación para la traducción, de modo que el ARNm expresado en las 
hembras dirige la síntesis de una proteína tm funcional. 
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Figura 7.54 Corte y empalme alternativo de Dscam . El gen Dscam contiene 
cuatro juegos de exones alternativos: 12 para el exón 4, 48 para el exón 6, 33 para el 
exón 9, y 2 para el exón 17. Cualquier exón de cualquiera de estos juegos puede ser 
incorporado en el ARNm madura, de forma que el corte v empalme alternativo 
puede producir un total de 38.016 ARNm diferentes (12 x 48 x 33 x 2 = 38-016). 


■ El oído de un mamífero 
contiene células pilosas que estén 
preparadas para responder a 
sonidos de diferentes frecuencias. 
Se cree que este fenómeno está 
mediado en parte por el corte y 
empalme alternativo de un gen que 
codifica una protema canal. 


salta en las hembras, y el exón 1 se une a un sitio de corte y empalme 3' al- 
tentativa que se encuentra corriente abajo. Las secuencias del exón 2 inclui- 
das en e i ARNm transformador contienen un codón de terminación de la tra- 
ducción, de modo que na se produce ninguna proteína. Este codón de 
terminación no está incluido en el ARNm femenino, de modo que las mos- 
cas hembra expresan la proteína transformadora funcional, que actúa come 
un regulador clave en la determinación del sexo. 

El corte y empalme alternativo de transjbnner ilustra la acción de un re- 
presor (la proteína SXL) que funciona bloqueando la unión de un factor de 
corte y empalme (U2AF), y un gran grupo de proteínas regulan de forma si- 
milar el corte y empalme mediante la unión a secuencias sílenciadoras de 
los p re- ARNm, En otros casos, el corte y empalme alternativo está controla- 
do por activadores que reclutan los factores de corte empalme para que ac- 
túa sobre sitios que de otro modo no serían reconocidos. Los activadores d 
corte y empalme mejor estudiados son los miembros de la familia de proteí- 
nas SR (véase Fig. 7.52), que se unen a secuencias específicas potenciado: 
del corte y empalme. 

Por tanto, existen múltiples mecanismos que regulan el corte y empalme 
alternativo, y variaciones en el corte y empalme alternativo constituyen ur: 
importante contribución a la diversidad de las proteínas expresadas duran- 
te el desarrollo y la diferenciación. Uno de los ejemplos más llamativos es 
corte y empalme alternativo de una proteína de la superficie celular de D - 
sophih / (denominada Dscam) que está implicada en especificar conexiones 
entre neuronas. El gen Dscam contiene cuatro juegos de exones alterna: 
vos, de forma que un solo exón de cada juego se incorpora en el ARXrr 
(Fig, 7,54), Estos exones pueden unirse en cualquier combinación, de fonr u 
que el corte y empalme alternativo puede potencialmente generar 38 > 
ARNm y proteínas diferentes a partir de este único gen: más del doble 
número total de genes del gen orna de Drosophik, En algunos trabajos re- 
cientes se ha publicado que estas formas escindidas alternativas de Dscazr 
aportan un código de identidad a cada neurona que es imprescindible p 
la creación de conexiones entre las neuronas necesarias para el desar: Lk- 
del cerebro de la mosca. 


Corrección del ARN 

La corree ion del ARN (o en inglés RNA editing) se define como los procedí 
de maduración (aparte del corte y empalme} que alteran las secuencias ;*> 
di f i caderas de proteínas de algunos ARNm. Esta inesperada forma de ir*- 
duración de ARN fue descrita por primera vez en ARNm mitocondriak- ¿e 
tripa nosemas, en los que se añadían y eliminaban residuos de U en múlti- 
ples sitios junto con el pre-ARNm para generar el ARNm, Más recientemen- 
te, la corrección ha sido descrita en ARNm m i tocond ríales de otros órgano 
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"¡gura 7.55 Edición de/ ARNm de Ja apolipoproteína 8. En el hígado humanóse 
traduce un ARNm no corregido, obteniéndose una proteína de 4.536 aminoácidos 
amada Apo-BlOÜ, En e] intestino humano, por el contrario, se corrige este ARNm 
mediante una modificación de bases que sustituye una C determinada por un U, 
Esta modificación transforma el codón de glutamina (CCA) en un codón de 
terminación (UAA), por lo que la síntesis pretónica se acorta dando lugar a la Apo 
-'48, con 2 ,152 aminoácidos. 


mos, ARNm cío r oplásticos de plantas superiores y ARNm nucleares de ge- 
nes animales. 

La corrección de ARNm nucleares animales, asi como de ARN mitocon- 
d ríales y doroplásticos de plantas superiores, implica cambios de bases úni- 
cos como resultado de reacciones de modificación de bases similares a ías 
que ocurren en la maduración de ARNt, En células animales las reacciones 
de corrección incluyen la desanimación de dtosina a uridina y de adenosi- 
na a inosina. Uno de los ejemplos mejor estudiados es la corrección del 
ARNm de la apolipoproteína B, que transporta lí pidos en la sangre. En este 
caso, la corrección con especificidad tísular del ARN da lugar a la produc- 
ción de dos formas distintas de apolipoproteína B (Fig, 7.55), La Apo-BIQO 
humana (4.536 aminoácidos) se sintetiza en el hígado por medio de la tra- 
ducción del ARNm sin editar. Sin embargo, tras la traducción a nivel intes- 
tinal de luí ARNm corregido en el que una C es transformada en una U por 
desanimación se obtiene una proteína más corta (Apo-B48, 2,152 aminoáci- 
dos), Esta alteración cambia el codón para glutamina (CAA) por un codón 
de terminación de la traducción (UAA) en el ARNm corregido, llevando a 
la síntesis de una proteína Apo-R más corta. La corrección con especificidad 
tisular del ARNm de la Apo-B lleva a la expresión de proteínas distintas 
desde un punto de vista estructural v funcional en el hígado e intestino. La 
Apo-BIQO producida por ei hígado transporta lípidos en el torrente sanguí- 
neo; la Apo-B4S interviene en la absorción de lípidos de origen dietético en 
el intestino. 

La corrección del ARN por la deammadón de la adenosina en inopina es 
la forma más común de corrección nuclear del ARN en mamíferos. Este 
modo de corrección juega un papel importante en el sistema nervioso, don- 
de la corrección de A-a-I resulta en cambios sencillos de aminoácido en los 
receptores para algunas moléculas señalizadoras en la superficie de las neu- 
ronas. Por ejemplo, los ARNm que codifican receptores del neurotransmí- 
sor seto tonina pueden ser editados en hasta cinco sitios, potencial mente ge- 
nerando 24 versiones diferentes del receptor con diferentes actividades 
señalizadoras. La importancia de la edición A-a-1 en el sistema nervioso se 
demuestra adicionalmente por el descubrimiento de que matantes de C. ele- 
gans r Drosophila y ratones carecientes de la enzima editora sufren una diver- 
sidad de defectos neuro lógicos. 
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Sección II 


Degradación del ARN 

Los pasos de maduración analizados en la sección previa resultan en la for- 
mación de ARNm maduros, que entonces son transportados al citoplasma, 
donde funcionan dirigiendo la síntesis de proteínas. Sin embargo, la mayo- 
ría de las secuencias transcritas en pre-ARNm son degradadas en el interior 
del núcleo. Más del 90% de las secuencias de los pre-ARNm son mirones, 
que son degradados en el interior del núcleo después de su escisión por cor- 
te y empalme. Esto es llevado a cabo por una enzima que reconoce el enlace 
2'-5' característico formado en el punto de ramificación, además de por en- 
zimas que reconocen extremos 5* o 3 H de fas moléculas de ARN y catalizan 
la degradación de ARN en cualquier dirección. Los extremos 5' y 3' de los 
ARNm maduros están protegidos de esta maquinaria de degradación por la 
presencia de caperuzas y poliadenilacíón, respectivamente, mientras que 
los extremos no protegidos de los intrones son reconocidos y degradados. 

Además de degradar in tronos, las células poseen un sistema de control 
de calidad que detectan y degradan ARNm aberrantes generados por error 
en el transcurso de la transcripción. El mecanismo de control mejor estudia- 
do es el decaimiento de ARNm mediado sin sentido, que provoca la de- 
gradación de ARNm que carecen de marcos completos de lectura abierta 
Este mecanismo suprime moléculas aberrantes de ARNm y evita la síntesis 
de protemas truncadas anómalas. El decaimiento de ARNm mediado sin 
sentido se pone en marcha cuando los ribosomas detectan codones de ter- 
minación prematuros, de modo que se interrumpe la traducción y se degra- 
dan las moléculas defectuosas de ARNm. 

Lo que podría considerarse como el aspecto final de la maduración de 
una molécula de ARN es su eventual degradación en el citoplasma. Fuestc 
que el nivel in trace iular de ARN está determinado por un equilibrio entre L- 
sín tesis y la degradación, la tasa de degradación de ARN individuales es 
otro nivel al que puede controlarse la expresión génica, Tanto los A1LN ribo 
sómicos como los de transferencia son muy estables, y esta estabilidad es la 
principal responsable de los niveles elevados de estos ARN (superior al 9(1 
de todo el ARN) tanto en células p roca rióti cas como eucarióticas. Por el cor 
trario, los ARNm bacterianos se degradan rápidamente, poseyendo general- 
mente una vida media de tan sólo 2 a 3 minutos. Esta rápida renovación de 
ARNm bacterianos permite a la célula responder rápidamente a modifica- 
ciones en su entorno, como cambios en la disponibilidad de nutrientes re- 
queridos para el crecimiento. 

No obstante, en las células eucarióticas las distintas moléculas de ARNr 
se degradan a una velocidad diferente, lo que crea otro parámetro de rege- 
laeión de la expresión génica en eucariotas. Las vidas medias de los ARNrr 
en las células de mamífero varían desde 30 minutos hasta unas 20 horas 
Los ARNm inestables suelen codificar proteínas reguladoras, como factores 
de transcripción, cuyas concentraciones intra celulares cambian con rapidez 
como respuesta a estímulos ambientales. Por el contrario, los ARNm qc-_ 
codifican proteínas estructurales suelen tener vidas medias más largas. 

La degradación citoplasma tica de la mayoría de los ARNm eucarioti en- 
comien za con el acortamiento de sus colas poli -A (Fig, 7.56) ♦ A continu: 
ción, estos ARNm desadenilados son degradados por nucleasas que actuar 
a partir del extremo 3' o la eliminación de la caperuza en 52 Con frecuencia 
los ARN degradados con rapidez contienen secuencias específicas ricas er 
AL 1 cerca de sus extremos 3' que actúan como sitios de unión de proteína - 
que pueden estabilizar estos ARNm o bien marcarlos para inducir su degr 
dación. Las actividades de estas proteínas de unión a ARN se regulan per 
medio de señales extracelulares, como factores de crecimiento y hormonas 
de modo que las células son capaces de controlar las velocidades de degr: 
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r igura 7.56 Degradación del ARNm. La degradación del ARNm suelta comenzar 
con el acortamiento de la cola de poli- A [desadenilación), lo que se signe de la 
eliminación de la caperuza de 5 ' del extremo o r (degradación de ñ' a 3 f ) o bien de la 
degradación del extremo 3 f (degradación de 3' a 5'}. 

dación de ciertos ARNm coma respuesta a las condiciones ambientales. Por 
otra parte, los ARN si (véase Fig. 4.42) y los ARN mi, que controlan la estabi- 
lidad y la traducción del ARNm (como se explica en el Cap. 8), regulan la 
degradación de algunos ARNm. Por tanto, a pesar de que la transcripción 
representa eí primer nivel de regulación de la expresión génica, las variacio- 
nes de la velocidad de degradación del ARNm juegan un papel destacado 
en el control de las concentraciones estacionarias de esta molécula en el in- 
terior celular. 


RESUMEN 


TRANSCRIPCIÓN EN PROCARIOTAS 

ARN polimerasa y transcripción ; La ARN polimerasa de E. eo/i consta de 
subunidades üí, p, fi', cu y tf La transcripción se inicia por la unión de a a 
las secuencias promotoras. Iras la síntesis de los primeros rutel e ó ti dos 
del ARN, el núcleo de la polimerasa se separa de a y viaja a lo largo del 
molde de ADN a medida que alarga la cadena de ARN. La transcripción 
continúa hasta que la polimerasa encuentra una señal de terminación. 

Represores y control negativo de la transcripción: El prototipo de regula- 
ción génica en bacterias es el operón lac, controlado por la unión de un re- 
presor a secuencias específicas del ADN cercanas al promotor. 

Control positivo de la transcripción: Algunos genes bacterianos son re- 
gulados mediante activadores transcripción ales en vez de represores. 

ARN POLI MER ASAS EUCARIÓTICAS Y FACTORES 
DE TRANSCRIPCIÓN GENERALES 

ARN polimerasas eucarióticas: Las células eucarióticas contienen tres 
ARN polimerasas nucleares distintas, que transcriben genes que codifi- 
can ARNm y ARN mi (polimerasa II), ARNr (polimerasas I y ll) y ARNt 
(polimerasa 111). 


PALABRAS CLAVE 


ARN polimerasa, promotor, 
técnica del footprintmq del 
ADN 


operón, operador, represor, 
elemento de control 
cis -actuante, 
factor frems- actuante 
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factor de transcripción, factor 
de transcripción general, 
secuencia TATA, proteína 
de unión a TATA (TBP), factor 
asociado a TBP (TAF), 
Mediador 


estimuladores, aislador, 
elemento barrera 


ensayo de variación de la 
movilidad electrof orática, 
inmunoprecipitadón cromática 


cromatografía de afinidad 
al ADN 


activador transcripcional 
dominio en dedos de cinc, 
receptor de hormona 
esteroidea, hélice-giro-hélice, 
dominio horneo, cremallera de 
leucínas, hélke-bude-hélke, 
coactivador 

correpresor 


RESUMEN 


Factores de transcripción generales e iniciación de la transcripción por 
la ARN polimerasa Ií: Las ARN polimerasas eucaríÓticas no se unen di- 
rectamente a las secuencias promotoras; necesitan proteínas adicionales 
(factores de transcripción generales) para iniciar la transcripción. Las se- 
cuencias promotoras de genes transcritos por la ARN polimerasa II son 
reconocidas por el factor genera] de transcripción TFHD que incorpora a 
otros factores de transcripción y a la ARN polimerasa al promotor. 

Transcripción por las ARN polimerasas I y III: Las ARN poiímerasas I y 
I II también necesitan factores de transcripción adicionales para unirse a 
los promotores de los genes de ARNr, ARNt y ARNsn. 

RECULACIÓN DE LA TRANSCRIPCIÓN EN EUCARIOTAS 

Secuencias reguladoras de acción en cis: Promotores y estimuladores ; 
La transcripción de genes eucarió ticos está controlada por proteínas 
que se unen a secuencias reguladoras, las cuales pueden estar localiza- 
das a más de 50 kb del sitio de inicio de ia transcripción. Los estimula- 
dores contienen de forma característica sitios de unión para múltiples 
proteínas que actúan conjuntamente en la regulación de la expresión 
génica. 

Sitios de unión para factores de transcripción: Los factores de transcrip- 
ción eu cariotas se unen a secuencias cortas de ADN, generalmente de 6-1 C 
pares de bases, presentes en promotores o en secuencias potencia doras 
(enhancers). 

Proteínas reguladoras de la transcripción ; Se han aislado muchos facto- 
res transcripción ales eucariótícos gracias a su unión a secuencias especí- 
ficas de ADN. 

Estructura y función de los activadores transcripción ales: Los activado- 
res transcripcíonales son proteínas modulares que contienen dominios 
diferentes de unión al ADN y de activación. Los dominios de unión a. 
ADN median ta asociación con secuencias reguladoras específicas; Jos 
dominios de activación estimulan la transcripción mteraccionando cor 
proteínas Mediadoras y con factores de transcripción generales, además 
de con coactivadores que modifican la estructura croma tínica. 

Represores eucariótícos: La expresión génica en células eucarióticas estJ 
regulada tanto por represores como por activadores. Algunos represores 
interfieren en la unión de activadores o factores de transcripción genére- 
les al ADN. Otros represores contienen dominios de represión que inhi- 
ben la transcripción interaccionando con factores de transcripción gene- 
rales, activadores transcripcíonales, o correpresores que afectan a la 
estructura cromátínica. 

Regulación de la elongación: La transcripción se regula tanto al nivel ir- 
la elongación como de la iniciación. En muchos genes, las moléculas de 
polimerasa 11 que han comenzado a transcribirlos se han detenido poce 
después del promotor. Estas polimerasas detenidas reanudarán la 
transcripción tan pronto como reciba las señales extra celulares ade- 
cuadas. 
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Relación de la estrnctitra de la cromatina con la transcripción: El empa- 
quetamiento del ADN en nucleosomas supone un impedimento para la 
"inscripción en células eucarióticas. La modificación de histonas me- 
diante acetilación se encuentra estrechamente ligada a la regulación 
rranscripcional, y las enzimas que catalizan la acetilación de las histonas 
están asociadas con los factores de transcripción, mientas que las Listona 
deacetilasas están asociadas con represores* Las histonas también se ven 
modificadas por fosforilación y mediación, y modificaciones específicas 
de las histonas afectan a la expresión géníca sirviendo como sitios de 
unión para otras proteínas reguladoras. Adícionalmente, bs factores re- 
modeladores de la cromatina facilitan la unión de los factores de trans- 
cripción al ADN alterando la organización o las estructuras de los nu- 
déos o mas. 

Regulación de la transcripción por ARN no codificantes: La transcrip- 
ción puede ser regulada por ARN no codificantes, además de por las pro- 
teínas reguladoras. Los microARN reprimen la transcripción de genes 
homólogos mediante su asociación con un complejo proteico (RITS) que 
induce modificaciones en las histonas resultando en la formación de he- 
terocromatina. La inactivación del cromosoma X proporciona un ejemplo 
de regulación géníca por ARN no codificante en mamíferos. 

\let ilación del ADN: La mediación de los residuos de dtosina puede in- 
hibir la transcripción de genes eu cariotas y es importante para el silenda- 
m Sentó de los elementos transpon i bles* La regulación de la expresión gé- 
nica mediante mediación desempeña un importante papel en la 
impresión genómica, que controla la transcripción de algunos genes rela- 
cionados con el desarrollo de mamíferos. 

MADURACIÓN Y RENOVACIÓN DEL ARN 

Maduración de los ARN ribosómico y de transferencia ; Los ARN rib osó- 
mico y de transferencia proceden del corte de un largo transcrito prima- 
rio, tanto en células procariótícas como eucarióticas. En los ARNr se aña- 
den grupos metilo, y se modifican varias bases en los ARNt. 

Maduración del ARNm en eucariotas: Los pre-ARNm euearióticos se 
modifican con la adición de casquetes o cap de 7-metílguanosina y colas 
de poli- A en 3', además de la extracción de ios mirones mediante corte v 
empalme. 

Mecanismos de corte y empalme: El corte de ios pre-ARNm nucleares se 
lleva a cabo en grandes complejos llamados espliceosomas, formados 
por proteínas y pequeños ARN nucleares (ARNsn). Los ARNsn recono- 
cen secuencias en ios puntos de corte de los pre-ARNm y catalizan la es- 
cisión. Algunos ARN mi tocond ríales, doroplásticos y bacterianos tienen 
la habilidad de ser autoemp a Amantes, ya que el proceso está catalizado 
por secuencias de los mirones* 

Corte y empalme alternativo: Pueden unirse los exones en diferentes 
combinaciones según sea el tipo de corte y empalmado, lo que supone un 
importante mecanismo en eucariotas complejos para el control déla ex- 
presión géníca específica de tejido. 


PALABRAS CLAVE 


Las proteínas HMG, acetilación 
de histonas, herencia 
epigenétíca, factor 
remodelador de la cromatina, 
factor remodelador 
del nudeosoma, factor 
de elongación 


inactivación del cromosoma X 


impresión genómica 


pre-ARNr, p re- ARNt, ARN asa P, 
ríbozima 
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de poli-A, poliadenilación 
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nuclear {ARNsn), partícula 
ribonucleica pequeña nuclear 
(RNPsn), autoempalme 


corte y empalme alternativo 
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corrección de ARN 


decaimiento de ARNm 
mediado sin sentido 


Preguntas 

L ¿Como identifica el footprinting o 
toma de huellas un sitio de unión a pro- 
teínas en e3 ADN? 

2- ¿Qué papel juegan los factores sígma 
(a) en La síntesis de ARN bacteriano? 

3. ¿Cuál es el mecanismo principal de 
terminación de ARNm de E. cotí? 

4, ¿Cómo influye el represor tac en la 
transcripción del operón tac? 

5* Está comparando, para la transcrip- 
ción basal in vi tro, las necesidades de 
dos genes de polimerasa II, uno que 
contiene la secuencia TATA y el otro que 
tan sólo contiene una secuencia lnr. La 
transcripción con estos promotores, ¿re- 
quiere la presencia de IBP o de TFOD? 

6. ¿Cómo difieren los estimuladores o 
enhancers délos promotores como las se- 
cuencias de regulación en cis en eucario- 
tas? 

Bibliografía 

Transcripción en procariotas 

Borukhov, S., J. Lee and O. Laptenko. 2005. 
Bacterial transcription eiongation factors: 
New insi giste into molecular mechamsm of 
actioTL Malee- MtcroM, 55: 1315-1324. {RJ 

Borukhov, 5. and E. Nudler, 2003. RNA poly- 
mórase holoenicyme: Structure, function 
and biológica! implicaüons. Curf. QpjfJ. 
Miavbhi 6: 93-100. [Rf 

Goibert, W. and B. Muller-HilL 1966. ísolation 
oí Ihe fot repressor. Prcc. Níiíí. Actfci. Se i. 
USA 5fr. 1891-1899. |P] 

Greíve, S, |. and F, H, von HippéL 2005. 
Thinking quantitativeiy abou i transerip- 
ti-onal regula ti on. Notare Rra Mol, Cell BioL 
6: 221-232- IR] 


RESUMEN 


Corrección del ARN: Algunos ARNm son modificados mediante proce- 
sos que alteran sus secuencias de codificación de proteínas. La corrección 
de ARNm mítocondriaies en algunos protozoos incluye la adición y de- 
tección de residuos de U en múltiples puntos de la molécula. Otras tor^ 
mas de edición del ARN en células de plantas y mamíferos consisten en 
la modificación de bases específicas. 

Degradación det ARN : Los intrones son degradados en el interior del nú- 
cleo y los ARNm anómalos que carecen de marcos de lectura abierto 
completos son eliminados por decaimiento del ARNm mediado sin sen- 
tido, Los ARNm funcionales en las células eucarióticas son degradado:- ¿ 
diferentes velocidades, proporcionando un mecanismo adicional de con- 
trol de la expresión génica. En algunos casos, las tasas de degradación dd 
ARNm están reguladas por señales extracelulares. 


7. Está estudiando el estimulador de un 
gen que normalmente sólo se expresa en 
neuronas. En los modelos en los que 
este estimulador está ligado a un gen re- 
portero existe expresión en células neu- 
rortales pero no en fibroblastos. Sin em- 
bargo, si muta un elemento secuencia! 
específico dentro del estimulador, apa- 
rece la expresión tanto en células neuro- 
na Ies como en fibroblastos. ¿Qué tipo de 
proteína reguladora esperaría que se 
uniera a ese elemento estimulador? 

8. ¿Cuál es la función de los aisladores? 

9. Explica el mecanismo de la inactiva- 
ción del cromosoma X en las mujeres. 

10. ¿Qué propiedad de Spl fue explota- 
da para su purificación mediante cro- 
matografía de afinidad de ADN? 
¿Cómo determinarías que la proteína 
purificada es, efectivamente, Spl? 


Jacob, E and J r Mamá» 1961 , Genetic and reg- 
utatory mcchanístns in the svnthesis of 
proteins, /. Mol. BioL 3: 318-356. [P] 

Lawson, C. L., D. Svrigon, K. S. Murakami, S. 
A. Darst, H . M. Berma n and R. H, Ebright. 

2004. Ca tabal! te activa tór protein: DNA 
binding and transen pticn activaban, Curr. 
Opin. Struc. Bioí. 14: 10-20. JRJ 

Mathevv, R. and D. Chetíerfí. 2006. The evolv- 
ing story of the w subunit of bacterial 
RNA polymerase. Traids Microbio!. 14: 
450-455. ¡R\ 

Mooney, R. A., S. A. Darst and R. Landíck. 

2005. Sigma and RN A polymerase: a n on- 
again, dfif-agaín rdatianship? Mal, Cell 20: 
335-345. |R] 


11. Has desarrollado uña reacción át 
corte y empalme in vi tro en el qu¿ i 
ARNm inicial es procesado para dar 
ARNm maduro. ¿Qué resultados 
ranas si añadieses un antisuero ¡ 
a la reacción? 

12. ¿Cómo pueden regular los ARN 
codificantes la concentración de 
ARNm específico dentro de una i 

13. ¿Cuál es la función de los factores 
corte y empalme que no son com 
tes de los RNPsn? 

14. ¿Cómo se sintetizan dos forma* 
apoli pop roteína B estructural y 
cálmente diferentes en el hígado e 
tino humanos? 

15. ¿Qué es el decaimiento mediad* 
ARNm sin sentido? ¿Cuál es su 
da en la célula? 


Murakami, K. 5. and S, A, Darst. 2003 
rial RNA polymeTases: The whole 
Curr : Opin, Struc. Bio!. 13: 31-39. [Rj 

Murakami, K. S. t S. Masuda and 5 A 
2002- Struetural basisof tramcripikfli 
ation: RNA polymerase halaenzvini 
Á resolution. Scicticf 296c 12SQ-12M. p| 

Ptashne, M, and A. Garsn, 2002. Gimes 
Signáis. Cold Spring Harbor, V* 
Spring Harbor Laboral o ry Pre>> 

Richardson, J. P. 2Q03. Loading Kbi> to 
nate transcríptíon, Celt 114: 137-159 

Vassylyev, P. G., S, Sekine, O. L ¿p 
Lee, M, N. Vassylyeva, S, Borukho*f 
S* Yokoyama. 2002. Crystal s truena» 
bacterial RNA polymerase hoki 





307 


Síntesis y maduración del ARN 


al 2.6 Á resolution. Na ture 417: 712-719. 

[P] 

Wilson, C J-, H. Zhan, L Swínt-Kruse and K, 
S. Matthevvs, 2007- The Jactóse rep ressor 
system: paradigma for regutalion, al- 
losteric behavior and protein folding. Cell 
Mol Life, Sel 64: 3-36. [R| 

Zhang, G., E. A. Campbell- F. A., L, Mi- 
na kh i n, C, Richter, K. Severinov and 5, A. 
Darst. 1999, Ciystaí structure of Thermus 
aquaticus core RJSIA polymerase at 3-3 Á 
resolution, Cell 98: 811-824. [P] 


Orphanides, G, and D. Reinberg. 2002, A uní- 
fied theory of gene expresión, Cell 108: 
439-451* IR] 

RusseU, j, and J. C, tí. M. Zomerdijk. 2005. 
RNA poly mocase 1-dínected rDNA tran- 
scription, life and works. Tremí* Biochem . 
Sr/. 30: 87-96. |R| 

Sandelin, A,, P. Camina,, B. Lenhard, J. Pon- 
ja vic, V. HayashlzaJd and D. A. Hume. 
2007. Mammalían RNA poly enerase 11 
core promoters: insíghts from genome- 
wide studies. Nature Rev. GíJiet. 8: 


Grewal, S. 1. S. and S. C, R. Elgin, 2007. Tran- 
seription and RNA interferenee in ihe Jor- 
nia don of heteroe broma tin. Na tu re 44" 
399—406, [Rf 

Heard, E- and C. M. Disteche- 2006. Dosage 
compensador! in mammals: fíne-Eunmg 
the expression of the X ch romos o me 
Cenas Dev. 20: 1848-1867. |R] 

Henikoff, S. 2008. Núcleos orne destabílfza- 
ti on in the epigenetk regulation of gene 
expression, Nature Kev, Genet. 9: 15-26. 

IR] 


ARN polirtierasas eucarióticas 
v factores de transcripción generales 

Amara I, P. P,, M. E. Dinger, T. R, Mercer and J. 
5. Mattíck, 2008. The eukaryotic gen orne 
as an RNA machíne, Science 319: 
1787-1789. [Rj 

Bu.shnel! r D. A„ K. D. Westover, R. E. Da vis 
and R. D. Kornberg. 2004* Structura] basis 
of transcription: An RNA poiymcrase II- 
TFS1B cocrvstal at 4.5 Angstroms. Science 
303; 963-988. [P] 

Conaway, J. W., L. Floreos, S, Sato, C. Tomo- 
mori-Sato, T. J. Parmely, T. Ya o, 5. K, 
Swanson, C- A. S, Bank*, M P. Washfcutn 
and R. C. Cana w av. 2005, The mam ma lian 
Mediator eomplex. FEBS lett. 579: 
904-908, [R] 

Lramcr, P.. D. A. Bushnell and R. D. Korn- 
berg. 2001. Structnral basis of transe rip- 
tion: RjNA polymerase II at 2,8 Á resolu- 
ta. Sriflicir 292: 1S63-1876. [P] 

Fbright, 3T Ff. 2000, RN A polvonerase: Struc- 
tural similaríties between bacteria) RNA 
polvmerase and eukarvotie RNA poly- 
mera se Lí, /. Mol Biol , 304: 687-698. (R] 


424436. [R] 

Schramm, L. and N. Hernández., 2002. Re- 
cruitment of RNA polymerase III to its tar- 
get promoters. Genes De t f . 16: 2593—2620. 

m 

VVeil r P A. r D. S. Lu.se, J. Segal I and R. G, 
Roeder. 1979, Seleetive and accurate iniria- 
tion of transen ption at the Ad2 major late 
promotor in a soluble system dependen! 
on puriñed RNA polvmerase II and DNA. 
Ceií 18: 469-484. [P] ' 

Regulación de la transcripción 
en eucariotas 

Bayne, E. H. and R. C. Alíshire. 2005, RNA- 
direcíed transcriptional gene silencmg in 
mammals. Trmís Genet. 21 1 370-373, [R] 

Belosserk o v r s kay a , R. and D, Reinberg, 2004. 
Facls about FACT and transcti.pt elnnga- 
tion throtigh chromatin, Cí¿rr. Opin, Geiiet 
to. 14: 139-146. IR] 

Bergen 8- L. 2007. Tlie coinplex larguage of 
chromatin regula tion during transcrip- 
ticn Notare 447: 407-412, fR] 


Hock* R., T. Furusavva^ T, Ueda and M. 
Buslm, 20Q7. HMG chromosomal proteins 
in development and disease. Tremí* Cell 
Biol. 17: 72-79. [RJ 

Jenuwein, T. and C, D, Atlis. 2001. Transía ting 
the historie code. Science 293: 1074-1080. 

fR] 

Kadonaga. |. T. 2004. Regularon of RNA 
polymerase II transeription by sequen cé- 
sped fie DNA binding factors. G'^ 116: 
247-257* [RJ 

Kadonaga, j. T. and R. Tjian. 1986. Aff i n i E \ 
purifica tion of sequence-specific DNÁ 
binding proteins. Frac. Nati, Acutí, Se i. 
USA 83: 5889-3893. [F] 

K i m T. H. and B, Ren. 2006. Genome-vvíde 
anal y sis of protein-DNA interactions. 
Ají tt. Reí 1 . Genomics Hum, Getiei. 7:81-102. 
IR] 

Kouzarides, T, 2007. Chromatin modifica- 
tions and their function. Cell 12S: 693-705. 

fR] 

Li, B.,. M. Care) r and ]. L. Workman, 2007. The 
role of chrcimatín durirtg transcription. 




Sección II • Flujo de la información genética 


308 


Saunders, A,, L. J. Core and J. T. Lis, 2006. 
Breaking barriera to tran.scription elonga- 
tion. N ature Reii MóL Cell Biol. 7: 557-567, 

m 

Sims, R, f. 111, R. Belotserkovskaya and P, 
Reínberg, 2004, Elongation by RNA poly- 
msrase Xb The short and long of ¡t. Gen?* 
De v. 13: 2437-2468, [R] 

Staudt L. M. and M. J, Lenardo, 1991. Im- 
munoglobulín gene tranacription. Arm. 
R&JmmtMÍL 9: 373-398, [R| 

Taimton, J,, C A. Hassig and S. L. Schreíber, 
19%. A mammalian historie deacetylase 
related to the veast transcóptionai regula- 
tor Rpd3p, Science 272: 403-411, [P] 

Teixeira da Rocha, S. and A. C Ferguson- 
Srmth. 2004. Genomic Lmprinting. Curr 
Bioi 14: R646-649, [R] 

Workman, J. L, 2006. Nucleosome displace- 
mcnt in transcription. Ge nes Dcv , 20: 
2009-2017. [RJ 

Maduración y renovación del ARN 

AbeLson, J„ C. R, Trotta and H. U 1998. tRNA 
splicing. /. BU Chem. 273:12685-12688. [RJ 

Ben-Dov, C., B. Hartmann, J. Lundgren and J. 
Valcarcel, 2008. Genome-wide analysis of 
alternativa pre-mRNA splicing. BU 
Chem . 283: 1229-1233. £R] 

Black, D, L, 2003. Mechanisms of alternad ve 
pre-messenger RNA splicing. Amu Rez\ 
Biocfiem, 72: 291-336» [RJ 

Blanc, V. and N. O. Davktson. 2003. C-to-ü 
RNA editing: Mechardáms leading to ge- 
netic diversítv, /, Biol. Chem. 278: 
1395-1393. fR] ' 

Evans, D,, S, M. Márquez and N. R, Pace. 
2006* RNa-se P: in feríate of the RNA and 
piotein worlds, Ttends Biochem. Set 31: 
333-341. [R] 

Carnea u, N. L ,, J, Wiltisz and C J, Wilusz. 
2007, The highwavs and byways of 
mRNA decay. Na tu re Rev. Mol. CdJ Biol. 8: 
1 15-1 26, [R| 


Guerrier-Takada, C,, K. Gardiner, T. Marsh. 
N, Pace and S. Altman. 1983. The RNA 
moíety of ribonuclease P is the catalytic 
subunit of the enzyme* Cell 35: 849-657. 
ÍP] 

Haugen, P., D, M. Simón and D. BhaE* 
tachar y a, 2005. The natural history of 
group 1 introns. Trends Genet. 21: 111-119. 

m 

H i rose, Y. and Y, Ghkuma. 2007. Phos- 
phorylation of the C- terminal domain of 
RNA polymerase II playa central roles in 
the integra ted events of eukaryotic gene 
expresión. /. Biochem. 141 : 601-608. [R] 

Hopper, A. K. and E, M, Phizicky, 2003. tRNA 
transfers to the límelight, Gctiís Dev. 17: 
162-180. [RJ 

House, A. E. and K. W. Lynch, 2008. Regula- 
ron of al tema ti ve splicing: more iban just 
ABC*. I BU Chem. 283: 1217-1221 . [R| 

Isken, O. and L E. Maquat 2007, Quaiity 
control of eukaryotic mRNA: safeguard- 
ing cells from abnormal mRNA fuñe tion. 
Genes De v. 21: 1833-1856. [R] 

Kornblihtt, A. R. f M. de la Mata, J. P, Fededa, 
M. J, Muñoz and G, Nogues. 2004. Múlti- 
ple links betwecn transcription and splk- 
ing, RNA 10: 1489-1498, [R] 

Kroger, K„ P. J. Grabowski, A. Zaug, A. J, 
Sands, D. E. Gottschlirig and T. R, Cedí, 
1982. Self-splicing RNA: Autoexcision and 
autocydizatíon of the ribosomal RNA in- 
tervening sequen ce of Tetríihvmtíiíí. Ctfll 31 : 
147-157. [P] 

Maas, S,, A. Rich and K. Nishikura. 2003. A- 
to-I RNA editing: Recent news and resid- 
ual mysteries. /- BU Chenu 278: 
1391-1394. [R] 

Matlin, A, J.. F. Clark and C, W, ]. Smith. 2003. 
Lnderstanding alterna ti ve splicing: To- 
wards a ceUuJar code. Nata re Rei\ Mol. Cell 
Biol. 6: 386-398. [R] 

Maydanovydy O, and P, A. Beal, 2006, Break- 
ing the central dogma by RNA editing, 
Chem. Rei\ 106: 3397-34 U,'[R] 


Padgett, R. A,, M. M, Konarska., P, J. 
Grabowski, S, F. Hardv and P, A, Sharp. 
1984. Laiiát RjNAs as intermediates and 
produets in the splicing of messenger 
RNA prccursors. Sácnce 225: 898-903. fP] 

Padgett, R. A., S. M. Mount, J, A, Steitz and P 
A. Sharp, 1983, Splicing of messenger 
RNA precursora is inhibited by antisera to 
small nuclear ribonucleoprotein, Cell 35: 
101-107, [P] 

Phatnani, H. P. and A. L. Greenleaf. 2006, 
Phosphoryiation and functions of the 
RNA poi vinera se II CID. Gchc.s Dev. 20: 
2922-2936, [R] 

Proudfoüt, N. J, 2004, New perspeeüves on 
connecting messenger RNA 3" end forma- 
tion to transcription. Chtt. 0)tíh, 'Cell Siaí 
16: 272-278, [RJ 

Schmucker, D. 2(K)7, Molecular diversíty oí 
Dscam: recognition of molecular ídentity 
in neurona I w i ring. Na ture llev, Neurosct 6 
915-920. [R] 

Seebttrg, P. H. and J. Hartner. 2003. Re gula * 
tion of ion eh a nn eí / ne urotra nsmi Iter re- 
ceptor function bv RNA editing. Curf 
Optti. NeumbU 13: 279-283, [R] 

Shin, C. and J, L, Manley. 2004. Cel! sígnaling 
and tire control of pre-mRN A splicing, Na- 
tun> Rt t. Mol Cell BU 5: 727-738, [R| 

Stetefeld, J, and M, A. Rucgg, 2005, StrudruraJ 
and functional diversity generated by ai* 
temative mRNA splicing. Trend* Biochem 
Sci. 30: 515-521. [RJ 

Stuart, K, D,, A. Schnñufer, N L. Ernst and 
K. Panigrahi. 2005, Complex manage 
ment: RNA editing in trypanosoTnts 
Tryjwís Biochem. Sci. 30: 97-105. [Rj 

Valadkhan, S. 2007. The splieeosome: a ri- 
bozyme at heart? BU Chem. 388: 693-69" 
[R] J 

Weiner, A. VI 2004. tRNA matura don: R\ -. 
poiymerization without a nucleic aac 
témplate. Ceíjt. Biol 14: R883-R885. fR] 



Síntesis de proteínas, 
procesamiento y regulación 


• Traducción det ARNm J 09 

■ Plegamíento y procesamiento 
de proteínas 329 

i Regulación de ía función de las 
proteínas 340 

■ Degradación de proteínas , 545 

■ EXPERIMENTO CLAVE: 

-apel catalítico del ARN 
'ibosómlcQ 316 

■ EXPERIMENTO CLAVE: 

El descubrimiento de las proteína 
tirosina-quínasas 344 


A LA TRANSCRIPCIÓN V AL PROCESAMIENTO DEL ARN LES SIGUE LA TRADUC- 
CIÓN, es decir, la síntesis de proteínas guiada por un molde de ARNm. Las 
proteínas son los mediadores activos en ia mayoría de los procesos celula- 
res, llevando a cabo las funciones determinadas por la información codifi- 
cada en el ADN genómico. La síntesis de proteínas es la etapa final de la ex- 
presión génica, Sin embargo, k traducción del ARNm es sólo el primer paso 
en la constitución de una protema funcional. La cadena polipeptídiea se 
debe plegar en una conformación tridimensional adecuada y, con frecuen- 
cia, ésta es procesada antes de dar lugar a la forma activa. El procesamiento, 
especialmente en eucariotas, está muy relacionado con el transporte de las 
distintas proteínas a su destino final dentro de La célula. 

La expresión génica no regula exclusivamente a nivel de la transcrip- 
ción (véase Cap, 7), sino también al de la traducción, y este control es un 
elemento destacado de la regulación génica tanto en las células procaríóti- 
cas como en las eucarióticas, Sin embargo, un mayor significado tienen los 
mecanismos que controlan la actividad de las proteínas en la célula. Una 
vez sintetizadas, la mayoría de las proteínas pueden ser reguladas, en res- 
puesta a señales extracelulares, ya sea por modificaciones envalentes o 
mediante asociación con otras moléculas en el interior de la célula. Ade- 
más, el nivel de las proteínas en la célula se regula a través de una degra- 
dación de proteínas diferencial En definitiva, estos sistemas de control de 
la cantidad y actividad de las proteínas iníracelulares regulan todos ios 
aspectos del comportamiento celular. 


Traducción del ARNm 

Las proteínas se sintetizan a partir de un molde de ARNm mediante un pro- 
ceso altamente conservado a lo largo de la evolución (tratado en el Cap, 4 l 
T odos los ARNm se leen en dirección 5'-3', y las cadenas polipeptí dicas se 
sintetizan desde el extremo amino terminal al carboxilo terminal Cada ami- 
noácido viene codificado por tres bases (un codón) en el ARNm, de acuerdo 
con el carácter casi universal del código genético. El mecanismo fundamen- 
tal de la síntesis de proteínas es básicamente el mismo en todas las células: 
la traducción tiene lugar en los ribosomas, siendo los ARNt los adaptadores 
entre el molde de ARNm y los aminoácidos incorporados a la proteína La 
síntesis de proteínas, por tanto, implica la interacción entre tres tipos de 
moléculas de ARN (el molde de ARNm, ARNt y ARNr) además de vanas 
proteínas necesarias para la traducción. 
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Figura 8»1 Estructura de los ARNt 

Se ilustra en un modelo abierto en 
Forma de «hoja de trébol** (A) la 
estructura de! ARNt de la íenüalaruna 
de levadura, mostrando la 
complementariedad de pares de bases. 
Las bases nitrogenadas modificadas se 
indican como mC, me higuanas ina; 
mC, metilcitosina; DHU, 
dihidrouridina; 1, ribotimidma; V, una 
p urina modificada {normalmente 
a den os i na); y y, seu do ondina. La 
forma plegada de la molécula se 
representa en (B) y eE modelo 
tridimensional en (C). (C, cortesía de 
Dan Richard son.) 
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ARN de transferencia 

Durante la traducción, cada uno de los 20 aminoácidos debe ser alineado 
con su correspondiente codón del ARNm molde. Todas las células contie- 
nen distintas moléculas de ARN de transferencia que sirven como adapta- 
dores en este proceso. Como es de esperar, dada su función en la síntesis de 
proteínas, los distintos ARNt presentan una estructura similar Sin embar* 
go, también poseen secuencias únicas que permiten la unión de un aminoá- 
cido concreto con su codón en el ARNm. 

Los ARN de transferencia tienen una longitud de aproximadamente 70-80 
nucleótidos, con una estructura en forma de hoja de trébol que es debida a 
la complementariedad de bases entre distintas regiones de la molécula {Fig 
8,1). Mediante técnicas de cristalografía de rayos X se ha visto que los dis- 
tintos ARNt poseen un plegamiento similar, en forma de L, que es necesario 
para el correcto anclaje a los ribosomas durante la traducción. Los ARNt 
para actuar como adaptadores necesitan dos regiones distintas y separadas 
en la molécula. Todos los ARNt poseen una secuencia CCA en su extremo 3 
al cual los aminoácidos se unen cov al en temen te, en concreto a la ribosa de 
la adenosina terminal. La secuencia del ARNm es reconocida por el lazo 
a n ti codón, localizado en el otro extremo de la molécula de ARNt plegada 
el cual se une al codón adecuado mediante complementariedad de bases 

La incorporación de los aminoácidos correctos en la protema depende de 
la unión de cada uno de ellos a su ARNt, así como de la especificidad de 
apareamiento de bases entre codón y anticodón. La unión del aminoácido a 
su ARNt esp ecíñco es mediado por un grupo de enzimas llamadas am mot- 
ril ARNt sintetasas, descubiertas por Paul Zamecnik y Máhlon Hoaglana 
en 1957. Cada una de estas enzimas reconoce un único aminoácido, y tam- 
bién al ARN (o ARNs) de transferencia al cual se debe unir ese aminoácido 
La reacción ocurre en dos etapas (Fíg, 8.2). Primero el aminoácido es activa- 
do mediante una reacción con ATF formándose un intermediario amino- 
acil AME Este aminoácido activado se une posteriormente al extremo 3' de 
ARNt. Las aminoadl ARNt sintetasas deben ser enzimas muy selectivas 
que reconozcan específicamente tanto los aminoácidos individuales como 
la secuencia de bases específica en los ARNt aceptores. Fn algunos casos la 
alta fidelidad del reconocimiento del aminoácido es debido en parte a u re- 
actividad correctora o «lectora de pruebas*?, por la cual el aminoacil AMT 

<B) (0) 



Antícodón 
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t. uorrecto es hid rojiza do antes de unirse ai ARNt en la segunda etapa de la 
--acción. El reconocimiento del ARNt correcto por la aminoadi ARNt sinte- 
•asa también es un proceso muy selectivo: la sinteta sa reconoce secuencias 
ie nucleótidos específicas (en la mayor parte de los casos incluye el antico- 
i* n) que identifican como única a cada especie de ARNt, 

Tras la unión al ARNt, el aminoácido se alinea en el ARNm molde por la 
Tiplementariedad de bases entre el codón del ARNm y el anticodón del 
ARNt* Este reconocimiento codón-a n ticodón es mucho menos estricto que 
3 complementariedad A-U y G-C explicada en capítulos anteriores* El sig- 
- iñcado de este apareamiento de bases atípico entre el codón y el anticodón 
está relacionado con la redundancia del código genético. De los 64 codones 
r oíbles, 3 son codones de terminación de la traducción y los otros 61 codi- 
fican para los aminoácidos (véase Tabla 4.1). Esto significa que la mayoría 
de los aminoácidos son codificados por más de un codón. Esta redundancia 
se puede explicar, en parte, por la unión de varios aminoácidos además de 
na especie de ARNt, E. coli, por ejemplo, contiene aproximadamente 40 
ARNt diferentes que sirven como aceptores de los 20 aminoácidos distintos. 
Además, algunos ARNt son capaces de reconocer más de un codón en el 
ARNm, como resultado de un reconocimiento no estándar (denominado 
balanceo») entre el anticodón del ARNt y la tercera posición de algunos co- 
lones complementarios (Fig. 8.3). En esta posición hay un apareamiento de 
bases débil debido a la formación de pares de bases G-U y a la sustitución 
de la guanosina por inosina en los anticodones de muchos ARNt (véase Fig. 
" 44). La inosina es una base nitrogenada que puede formar pareja con C, U 
■ A en la tercera posición del codón, por lo cual si la inosina aparece en el 
anticodón permite que un único ARNt reconozca 3 codones diferentes en la 
secuencia del mensajero, 

Ribosoma 

Los ribosomas son el lugar donde se sintetizan las proteínas tanto en células 
procariotas como eucariotas. Se caracterizaron como partículas subcelulares 
medíante ultra centrifugación de células lisadas y normalmente se designan 
de acuerdo con su coeficiente de sedimentación: 70S para los ribosomas pro- 
cariotas y 8Q5 para los ribosomas de células eucariotas, los cuales son de ma- 
yor tamaño. Tanto los ribosomas procariotas como eucariotas están forma- 
dos por dos subunidades distintas, compuestas por proteínas y por ARN 
ribosómicos. El hecho de que una célula contenga muchos ribosomas refleja 
la importancia de la síntesis de proteínas en el metabolismo celular. E. coli, 
por ejemplo, contiene aproximadamente 20.000 ribosomas, ocupando cerca 
del 25% del peso seco de la célula, y las células de mamíferos en continua di- 
visión contienen aproximadamente 10 millones de ribosomas. 

La estructura general de los ribosomas procariotas y eucariotas es simi- 
lar, aunque difieren en algunos detalles (Fig, 8,4). La subunidad pequeña 
del ribosoma de E. coli (llamada 3QS) está formada por un ARNr 16S y 21 
proteínas distintas; la subunídad grande (505) está compuesta por dos 
ARNr, 235 y 5S, v 34 proteínas. Cada ribosómica contiene una única copia 
de los ARNr y una única copia de cada proteína ribosómica, con una excep- 
ción; una proteína de la subunidad 505 está presente en cuatro copias. Las 
subunidades de los ribosomas eucariotas son de mayor tamaño y contienen 
más proteínas que sus análogos procariotas. La subunidad pequeña (40S) 
del ribosoma eucariota está compuesta por ARNr 185 y unas 30 proteínas; 
la subunidad grande (605) contiene los ARNr 28S, 5,85 y 55 además de 45 
proteínas* Debido a su gran tamaño y complejidad, el análisis estructural de 
alta resolución de los ribosomas mediante cristalografía de rayos X no se 
consiguió hasta el año 2000, cuando se describieron por primera vez ia es- 
tructura de las subunidades 505 y 305. Como se describe más adelante, 


O, 

“O 


t H + 
C-C-NH. 



'f 




% n + 

X-C-NHa 
V t 3 


Aminoacíi AMP 



Figura 8,2 Unión del aminoácido 
al ARNt. En la primera reacción, el 
aminoácido se une al AMP y se forma 
un intermediario aminoadi AMP. En la 
segunda reacción, se produce la 
transferencia del aminoácido al 
extremo CCA 3' del ARNt aceptar, 
liberándose el AMP. Las dos reacciones 
son catalizadas por la aminoadi ARNt 
sin te tasa. 
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Figura 8.3 Apareamiento no 
estándar entre e! codon y el 
anticodón. El apareamiento de bases 
en la tercera posición del codón es muy 
débil; se permite que G se una a U, y 
que inosina (I) en el anticodón se una a 
Ú, C o A, Se muestran dos ejemplos de 
apareamiento anormal de bases, donde 
el fenilalanina (Phe) ARNt reconoce los 
codones UUC o ULíU y el alaní] (Ala) 
ARNt reconoce los codones GCU, GCC 
oGCA. 




Apareamiento del ARNt de la alanina 




Inosina 

Anticodón 


Uridina 

Codón 




Inosina 

Anticodón 
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ARNr 23S 
y 5S 

[34 proís i ñas) 


ARNr 16S 
(21 proteínas) 



ARNr 285, 
5,85 y 53 
(-45 proteínas) 


AflMr IBS 
(-30 proteínas) 


Figura 8.4 Estructura ribos ó mica. 

(A) Componentes de los ribosomas 
procarióticos y eucaríóticos. Los 
ribosomas intactos procari óticos y 
eucarióticos se denominan 70S y SOS, 
respectivamente, en base a su 
velocidad de sedimentación durante la 
ulfracentrifugadón. Consisten en 
subunidades mayores y menores, las 
cuales contienen proteínas ribosómicas 
y ARNr. (B-C) Estructuras cristalinas 
de rayos X de alta resolución de las 
subunidades ribosómícas 3DS (B) y 50S 
(C). (B, de B. T. Wimberly, D. E. 
Brodersen, W, M. Clemorts, R. J. 
Morgan-Warren, A, R Cárter, C 
Vonrhein, T. Hartrsch y V. 
Ramakrishnan, 2000. Naturv 407: 327, 
C, de N. Ban, R. Nissen, J. Hansen, P. 8, 
Moore y T. A. Steitz, 2000. Scünce 289: 
905.) 



comprender la estructura de los ribosomas a nivel atómico ha tenido un 
gran impacto sobre nuestra comprensión de la función ribosómica. 

Una característica importante de los ribosomas es que se pueden crear in 
vitro por autoensamblaje de sus ARNr y proteínas. Como describió Masaya- 
su N omura en 1968 por primera vez, las proteínas ribosómícas purificadas 
y los ARNr pueden mezclarse y , en condiciones adecuadas, formar un ribo- 
soma funcional. Aunque el ensamblaje de los ribosomas in vivo (particular- 
mente en las células eucariotas) es considerablemente más complejo, la ca- 
pacidad de los ribosomas de auto-ensamblarse in vitro proporciona una 
valiosa herramienta experimental, permitiendo el análisis de las funciones 
de las proteínas y de los ARN ribosómicos. 

Al igual que los ARNt, los ARNr forman estructuras secundarias caracte- 
rísticas debido a la complementariedad de bases (Fig, 8,5). Los ARNr aso- 
ciados a las proteínas ribosó micas se pliegan en un nivel conformacional 
superior formando estructuras tridimensionales, ínicialmente se pensaba 
que los ARNr tenían un papel exclusivamente estructural, siendo un anda- 
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■ A pesar de que la secuencia de 
tos ARN nbosómicos se encuentra 
altamente conservada, se han 
producido sustituciones durante 
la evolución. La comparación 
de secuencias de ARNr es una 
herramienta potente en la 
determinación de relaciones 
evolutivas entre diferentes 
especies. 


mío sobre el que se ensamblaban las proteínas ribosómicas- Sin embargo, 
con el descubrimiento de la actividad catalítica de otras moléculas de ARN 
(p. ej,, ARNasa P y el corte y empalme de los mirones, explicado en el 
Cap, 7), la posible actividad catalítica del ARNr está mucho más aceptada. 
De acuerdo con esta hipótesis se ha visto que los ARNr son absolutamente 
necesarios para el ensamblaje in vitro de los ríbosomas funcionales. Por otro 
lado, la falta de proteínas ribosómicas provoca un descenso, pero no una 
pérdida completa, de actividad ribosómica. 

La evidencia de la actividad catalítica del ARNr se obtuvo con los experi- 
mentos de Harry Noller y sus colaboradores en 1992, Estos investigadores 
demostraron que la subunidad grande del ribosoma es capaz de catalizar la 
formación de enlaces peptídicos (la reacción de la peptidil transferasa) in- 
cluso tras la extracción de, aproximadamente, el 90% de las proteínas del ri- 
bosoma mediante técnicas estandarizadas de extracción de proteínas. Por 
otro lado, vieron que tratando el ribosoma con ARNasa no se formaba el en- 
lace peptídico, lo que reforzaba la hipótesis de que la formación del enlace 


Figura 8.5 Estructura del ARNr 16$. 

El apareamiento de los pares de bases 
complementarios da lugar a una 
estructura secundaría característica. 
(De -M. M Yusupov, G. Z. Yusupova, A. 
Baucom, K. Lieberman, T. N. H. 
Earnest, J. H. D. Cate and H. F. Noller. 
2001. Science 292: $$ 3.) 
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Figura 8.6 Estructura de la 
subunidad rrbosómka 505. Un 

modelo de alta resolución de la 
subunidad ribosómica 50S con tres 
moléculas de ARNt adheridas a los 
dominios A, P y E del ribosoma (véase 
Fig. 8,12). Las proteínas ribosómicas se 
muestran en violeta y el ARNr en 
verde agua. (De I 5 . Nissen J. Hansen, 
N. Ban, R B, Moore y T. A. Steitz, 2000. 
Science 289: 920.} 


peptídico es una reacción catalizada por el ARN. Sin embargo, algunas pro- 
teínas ribosómicas no podían eliminarse bajo condiciones que dejasen al 
ARN ribosómico intacto, de modo que el papel de las proteínas ribosómicas 
como catalizadores de la formación del enlace peptídico no podía descar- 
tarse por completo. 

Evidencia de que la síntesis proteica está catalizada por el ARNr se obtu- 
v o con el primer análisis estructural de alta resolución de la subunidad SOS, 
que fue descrito por Feter Moore, Thomas Seitz y sus colaboradores en el 
año 2000 (Fig, 8.6), Esta visión a nivel atómico de la estructura del ribosoma 
reveló que las proteínas ribosómicas estaban notablemente a usentes del si- 
tio en el que se producía la reacción peptidi! transferasa, poniendo de mani- 
fiesto que el ARNr era el responsable de catalizar la formación del enlace 
peptídico. En otros trabajos se ha dílucidadoel mecanismo a través del cual 
el ARNr cataliza la reacción de la peptidil transferasa y se ha comprobado 
que la subunidad grande del ribosoma funciona como una ribozima, de 
modo que el ARN cataliza la reacción principal de la síntesis de proteínas. 
En lugar de ser los principales componentes catalíticos de los ríbosomas, las 
proteínas ribosómicas ahora se cree que juegan im papel principalmente es- 
tructural. 

El papel catalítico del ARNr en la formación del enlace peptídico tiene 
importantes implicaciones en la evolución. Se cree que los ARN fueron las 
primeras macromoléculas con capacidad de autorreplicadón {véase Cap. 1); 
ésto se fundamenta en el hecho de que las ribozimas, como la ARN asa P y 
los intrones que participan en su propio proceso de corte y empalme, catali- 
zan reacciones en las que partídpan sustratos tipo ARN. El papel del ARNr 
en la formación del enlace peptídico amplía la actividad catalítica del ARN, 
desde su capacidad de autorreplicadón hasta una participación dire 
la síntesis de proteínas. Estudios adicionales demuestran que el ARNr de 
Tetrahymerm puede catalizar la unión de los aminoácidos al ARN, lo que da 
crédito a la posibilidad de que las aminoadl ARNt sintetasas primigenias 
estuvieran formadas por ARN y no por proteínas. La capacidad de las mo- 
léculas de ARN para catalizar las reacciones necesarias para la síntesis de 
proteínas además de su autorreplicadón 

puede ser un paso clave para entender la 

evolución de las células. 


Organización de los ARN mensajeros 
e inicio de la traducción 

Aunque los mecanismos de la síntesis de 
proteínas en células procaríotas y eucario- 
tas son similares, hay algunas diferencias, 
en particular en las señales que determi- 
nan el sitio del ARNm molde a partir del 
que se debe inidar la síntesis de una cade- 
na polipeptídiea (Fig. 8,7). La traducción 
no empieza simplemente en el extremo 5 f 
del ARNm, sino que tiene lugar en un sitio 
de iniciación específico. La región 5' termi- 
nal de los ARNm de procariotas y encanó- 
las son secuencias no codificadoras, cono- 
cidas como regiones 5' no codificantes 
ÍUTR). Los ARNm de eucariotas normal- 
mente codifican una única cadena polipep- 
tídica, mientras que la mayoría de los 
ARNm de procariotas codifican múltiples 
polipéptidos, sintetizados de manera inde- 
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EXPERIMENTO CLAVE 


Papel catalítico del ARN ribosómico 


Resistencia anormal de la peptidil transferasa 
a los procedimientos de extracción de proteínas 

Harry E Noller, Vomita Hoffarth y Ludwika ZimniaJk 
Universidad de California, Santa Cruz 
Science , Volumen 256, 1992, págs. 1416-1419 


Contexto 

El papel de los ribosomas en la 
síntesis de proteínas se descubrió en 
la década de los 60. Durante este 
período, los ribosomas se 
caracterizaron como partículas 
formadas por proteínas y ARN y 
también se consiguió ensamblar 
ribosomas funcionales a partir de sus 
componentes purificados. En estos 
anos también se consideraba que la 
formación del enlace peptfdlco 
(reacción peptidil transferasa ) era 
llevada a cabo por las proteínas 
ribosómicas mientras que los ARNr 
tenían una fundón secundaria, 
participando en la estructura del 
ribo soma. Al principio de la década 
de los 70, sin embargo, la evidencia 
empezó a sugerir que los ARNr 
podrían tener un papel mucho más 
activo en la síntesis de proteínas. Por 
ejemplo, se descubrió que muchas 
proteínas ribosómicas no tenían un 
papel esencial en la función del 
ribosoma. Por otro lado, la 
demostración de la existencia de 
algunas secuencias en el ARNr 
altamente conservadas en la 
evolución sugirió que estas moléculas 
de ARNr podrían tener un papel 
crítico. 

Fue al principio de los SO, con los 
experimentos de Tom Cech realizados 
en ribozimas de Tetrakymena y los de 
Sidney Altman utilizando la ARNasa 
P, cuando se confirmó la actividad 
catalítica de las moléculas de ARN. 
Estos descubrimientos fueron el 
precedente para la hipótesis de que el 
ARNr esta directamente implicado en 
la formación del enlace peptídíco, Las 
conclusiones a las que llegaron Harry 
Noller y sus colaboradores, en 1992, 
en favor de este papel activo del 
ARNr se exponen en este artículo. 


Experimentos 

Para estudiar la actividad catalítica de 
los ARNr, Noller y sus colaboradores 
usaron un modelo de reacción 
simplificado para comprobar la 
actividad peptidil transferasa. Esta 
reacción mide ta transferencia de 
moléculas de N-formilmetionina 
marcadas con isótopos radiactivos 
desde un fragmento de ARNt al grupo 
amino de la puromicina, un antibiótico 
que se asemeja a un aminoacil ARNt y 
puede formar enlaces peptídícos con 
cadenas peptídicas en crecimiento. La 
ventaja de este modelo de reacción 
peptidil transferasa es que puede 
llevarse □ cabo por la subunidad 
ribosórrdea 50S aislada, mientras que 
no se requiere la presencia de la 
subunidad pequeña, ni de otros 
factores de proteínas ni de ARNm, 

Los investigadores probaron el 
papel del ARNr ensayando la 
actividad peptidil transferasa de la 
subumdad 5ÜS, de la cual se eliminó 
el componente de proteínas por 
procedimientos estandarizados de 
extracción de proteínas. Un aspecto 
importante de estos experimentos fue 
el uso de ribosomas aislados de la 
bacteria Thermtts aquatieus. Debido a 
que este microorganismo es capaz de 
vivir a altas temperaturas, la 
estructura de su ARNr es 
significativamente más estable que el 
ARNr de E. &M. El resultado que se 
obtuvo fue que la actividad peptidil 
transferasa de los ribosomas de 
T. aquatieus era completamente 
resistente a métodos de extracción 
drásticos, utilizando detergentes, 
proteasas o fenol (véase figura). Más 
notable fue el mantenimiento total de 
la actividad peptidil transferasa 
incluso tras una segunda extracción 
que eliminó el 90% del componente 



Harry F. Noller 


de proteínas. En contraste, se vio que 
la peptidil transferasa era altamente 
sensible a tratamientos suaves con 
ARN asa. Aunque estos experimentos 
no pueden excluir un posible papel de 
Las proteínas remanentes que no se 
han eliminado por los procedimientos 
de extracción utilizados, se constató la 
participación directa del ARNr 23S en 
la reacción peptidil transferasa. 

Impacto 

Los resultados de los experimentos 
de Noller fueron confirmados 
definitivamente mediante el análisis 
estructural de alta resolución de la 
subunidad ribosómica 50S descrito 
por Feter Moore, Thomas Steitz y sus 
colaboradores en el año 2000. El sitio 


* f-Mst’purc: 

Exiracdón 

de proteínas, ^ - + + 

ARN-asa + - +■ 

La reacción peptidil transferasa se ensaya 
mediante h formación de 
N-forntilmetionina-puromicina radiactiva 
(f-Metipuro), detectada mediante 
dectrof uresis y posterior autorradiografía_ 
Los ribosomas de 7. aquatieus son 
sometidos a técnicas de extracción de 
proteínas o tratamiento con ARNasa, como 
se indica en la fotografía 
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ribosómico de la reacción peptidil 
transfiérala contenía solo ARNr, sin 
proteínas ribosómicas en la vecindad. 
Estos resultados no dejaron ninguna 
duda de la actividad catalítica del 
ARN en esta reacción, demostrando 
que la reacción principal de la síntesis 
de proteínas está catalizada por el 
ARN ribosómico, Estos 
descubrimientos no sólo han tenido 
un notable impacto en el 


conocimiento de la fundón de los 
ribosomas sino que también han 
confirmado la ya descrita actividad 
catalítica de las moléculas de ARN y 
han propordonado nuevos da tos a la 
hipótesis que defiende el origen de la 
vida en un m Lindo poblado de 
moléculas de ARN con caparidad de 
autorreplicación. Esta hipótesis se 
basó en la capacidad de las moléculas 
de ARN de catalizar aquellas 


reacdones necesarias para su propia 
rep lie ación, Este descubrimiento de la 
actividad catalítica del ARN en la 
síntesis de proteínas ha 
proporcionado un daro nexo entre el 
mundo de las moléculas de ARN y el 
flujo de la información genética en los 
organismos celulares actuales, siendo 
el ARNr el que lleva a cabo la reacción 
clave en la formación del enlace 
peptfdico. 


pendiente desde distintos sitios de iniciación. Por ejemplo, el operón íac de 
£ col i está formado por tres genes traducidos a partir de un único ARNm 
véase Fig. 7.9), Los ARN mensajeros que codifican varios polipéptidos se 
arrian poücistrónicos, mientras que son monocistrónicos los ARN mensa- 
jeros que codifican un único polipéptido. Finalmente, tanto los ARNm de 
procariotas como eucariotas terminan en regiones 3" no codificantes. 

Tanto en células eucariotas como procariotas, la traducción siempre co- 
mienza con el aminoácido metionina, normalmente codificado por el triple- 
te AUG* En algunas bacterias existen codones de iniciación alternativos, 
como GUG, pero cuando esto ocurre al principio de una cadena polipeptí- 
dica, estos codones incorporan metionina en lugar del aminoácido que co- 
difican normalmente (GUG generalmente codifica para v aliña). En la mayo- 
ría de las bacterias, la síntesis de proteínas se inicia con un residuo de 
metionina modificado (N-foraülmetiordna), mientras que la metionina sin 
modificar inicia la síntesis en eucariotas (con excepción de las mitocondrias 
v cloro plastes, orgánulos cuyos ribosomas tienen muchas semejanzas con 
los ribosomas de bacterias). 

Las señales que identifican el codón de iniciación son distintas en células 
procariotas y eucariotas, debido a las diferencias que existen entre los 
ARNm pol id st roñicas y monocist ron icos (FIg. 8,8), Los codones de inicia- 
ción en los ARNm bacterianos son precedidos por una secuenda específica 
f llamada secuenda Shine-Dalgarno, en honor a sus descubridores John 
Shine y Lynn Dalgamo) complementaria de una secuencia del ARNr 163 
cerca del extremo 3', que aproxima el ARNm al ribosoma para que tenga lu- 


ARNm procar iota 

Múltiples sitios de inicio de la traducción 

UTR 1 Prote fna 1 I Proteina 2 

5M 


Proteína 3 


UTR 


I I I 

f * 


3* 


ARNm cucar ¡ota 

Único sitio de inicio de la traducción 
UTR 1 Proteina 1 UTR 


5' rrFGC: 


] AAAA^j 3' 


Figura 8.7 ARN mensajeros 
procariotas y eucariotas. Tanto Los 
ARN procariotas como eucariotas 
contienen en su extremo 5' y 3' 
regiones que no se traducen (UTR), 

Los ARNm eucariotas también 
contienen una cap (caperuza) de 7- 
metilguanosma (m r G) en el extremo 5', 
y en el extremo 3' la cola poli- A, Los 
ARNm procariotas normalmente so n 
policistrónicos; éstos codifican 
múltiples proteínas, que se traducen 
desde sitios de iniciación 
independientes. Los ARNm eucariotas 
son, generalmente, iltanocistrámcos v 
codifican sólo una protema, 
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Figura 8.8 Señales de inicio de la 
traducción. El lugar de iniciación en 
los ARNtu de procariotas es una 
secuencia llamada secuencia Shine- 
Dalgamo que precede al eodón de 
iniciación AUG. La 
complemen tari edad de bases entre la 
secuencia Shine-Dalgamo y la 
secuencia del ARNr 16S cerca del 
extremo 3" alinea el ARNm con el 
ribosoma, En las células eucar iotas el 
ARNm se une a la sub unidad 4üS del 
ribosoma por la caperuza de 7- 
metilguanosina en el extremo 5\ 
Entonces el ribosoma se desplaza por 
el ARNm hasta encontrar un codón de 
iniciación AUG. 


ARNm p roca dota 


ARNr 16 S 



ARNm eu cari ota 



Animación web 
Traducción 

La traducción es la síntesis de 
poli pépti dos dirigida por ARN, 



gar la traducción. Este apareamiento de bases complementarias permite a 
los ribosomas de bacterias iniciar la traducción no sólo en el extremo 5' del 
ARN m, sino también en sitios de inicio dentro de los mensajeros policistró- 
nícos. A diferencia de pracariotas, en células eucariotas los ribosomas se 
unen al ARNm mediante el reconocimiento de la 7-metilguanosina en el ex- 
tremo 5' cap (véase Fíg. 7.45). De esta forma los ribosomas se desplazan por 
la secuencia del mensajero hasta encontrar un codón de iniciación AUG, Las 
secuencias que flanquean a los tripletes AUG influyen en la eficacia de la 
iniciación; así en muchos casos el primer AUG en el ARNm no es reconoci- 
do y la traducción comienza en otro triplete AUG más alejado deí extremo 
5' + Además, debe tenerse en cuenta que varios ARNm víricos y celulares po- 
seen sitios de entrada internos para ribosomas en los que puede iniciarse h 
traducción mediante la unión de un ribosoma a una posición interna dei 
ARNm. Al parecer, este mecanismo alternativo de inicio se activa en condi- 
ciones de estrés celular para permitir la traducción selectiva de algunas mo- 
léculas de ARNm cuando se encuentra bloqueado el modo normal de inicie 
a partir de la caperuza 5 como se comentará en una sección posterior de 
este capítulo. No se conoce el mecanismo a través del cual se inicia la tra- 
ducción en estos sitios internos de entrada para ribosomas, por lo que si- 
guen siendo objeto de activa investigación. 

Mecanismo de la traducción 

La traducción generalmente se divide en tres etapas: iniciación, elongación 
y terminación (Fig. 8,9). Tanto en eucariotas como en procariotas el primt - 
paso de la fase de iniciación es la unión de un metionil ARNt específico \ - 
ARNm a la subunidad menor del ribosoma, A continuación, la subunida d 
mayor del ribosoma se une al complejo, formando un ribosoma funciona] 
sobre el que tiene lugar la elongación de la cadena polipeptídica* Un núme- 


Tabla 8.1 Factores de traducción 


Función 

Procariotas 

Eucariotas 

Iniciador* 

IFI , IF2, IF3 

elFl, eLFIA, eíF2, 



elF2B, eíF3 r dF4A, 
eLF4B P eIF4E, eI54C, 
eIF5, elFSB 

Elongación 

EF-Tiir EF-Ts, EF-G 

eEFlaeEFlffy tíEF2 

Terminación 

RF1, RF2 r RF3 

eRFl, eRF3 
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Elongación 


Terminación 


E r Dosoma se une al ARNm 
er un codón de inicio 


La cadena polipeplídica crece al añadirle 
sucesivos aminoácidos 


Cuando se encuentra un 
codón de terminación, el 
polipéptido se libera y 
el rrbosoma se disocia 


► 

Dirección del movimiento del ribo soma 


- de proteínas no ribosómicas específicas también son necesarias para di- Figura 8.9 Esquema de La traducción, 
ersas fases del proceso de traducción (Tabla 8.1 }, 

En las bacterias, la traducción comienza cuando una sub unidad rlbosó- 
ica 30S se une a dos factores de iniciación, IF1 e ÍF3 (Fíg. 8,10). El tercer 
:icio r de iniciación (TF2, que se une a GTP), el ARNm y el jV-fonniimetioniJ 
R\ T t iniciador se unen después a este complejo, en el que IF2 interacción a 
ie forma específica con el ARNt iniciador. A continuación, el ARNt se une 
ai codón de iniciación del ARNm y se liberan IF3 e 1FL Una subunidad ri- 




Figura 6.10 Inicio de La traducción en 
bacterias. Los factores do iniciación IFl e 
IF3 se encuentran unidos inicialmente a la 
subunidad ribosómiea 3 OS. A 
continuación, el ARNm, el 
N-formilmetionil (fMet) AJANt iniciador 
e TF2 (unido a GTP) se unen a este 
complejo. Se liberan IFl e 1F3 y la 
subunidad 5GS se asocia aí complejo, k> 
que induce la hidrólisis del GTP unido v 
Ja liberación de 1F2 unida a GDP. 
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Figura 8.1 1 Iniciación de Ea 
traducción en células eucariotas. 

Los factores de iniciación elFl, elFlA, 
eFF3 y eiF5 se unen a la subunidad 
ribosómica 405. El metionil ARNt 
iniciador es reconocido por eIF2 (que 
se encuentra formando un complejo 
con GTP), y forma un complejo con la 
subunidad 4QS y elFl . El ARNm es 
llevado hasta la sublimidad 4ÜS por 
elF4É (que se une al cap en 5'), elF4G 
(que se une tanto a eIF4E como al cap 
5 f y PABP en la cola poli™ A), elF4A, y 
eíF4R. A continuación el ribosoma se 
desplaza sobre el ARNm para 
identificar el primer codón de 
iniciación AUG. Este desplazamiento 
requiere energía y se acompaña de 3a 
hidrólisis de ATP Cuando el AUG de 
iniciación es identificado, eíF5 
desencadena la hidrólisis dcd GTP 
unido a elF2, seguido de ía liberación 
de elF2 (formando un complejo con 
GDP) y otros factores de iniciación. A 
continuación, la subunidad ribosómica 
60S se une al complejo 4QS, gradas a la 
acción de elF5B. 
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Iteomica 50S se asocia al complejo, lo que induce la hidrólisis del GTF uni- 
i&c ~F2 y la liberación de este último factor (unido a GDP) del complejo. De 
ck= modo se forma un complejo de iniciación 70S (formando ¡a asociación 
át AKXm y A RN t iniciador al ribosoma) preparado para catalizar la forma - 
a; n je un enlace peptídico durante la fase de elongación de la traducción, 

í ; etapa de iniciación de la síntesis de proteínas en encariotas es mi pro- 
feso mucho más complejo y requiere al menos 11 proteínas distintas (cada 
m~i de las cuales está formada por múltiples cadenas polipeptídicas), lia- 
©adaselFs (/actores de iniciación totea ri óticos, véase Tabla 8,1), Los factores 
€Ír' elFl A, eIF3 y elF5 se unen a la subunidad ribosómica 4üS, y eIF2 (en 
e- complejo con GTP) se une al metionil ARNt iniciador (Fig. 8.11), Un 
a mpíejo de preiniciación se forma a continuación mediante la asociación 
áz la subunidad 4QS, el ARNt iniciador* El ARNm es reconocido y dirigido 
feda el ribosoma por los factores eIF-4. El cap del extremo 5 'del ARNm es 
^conocido por el efF-4E, que forma un complejo con eJF*4A y eIF-4G. eIF-4G 
rambién se une a la protema de unión a poli- A (PABP: poíy-A binding pro- 
le : i. que está asociado con la cola de poli- A en el extremo 3 H del ARNm. Por 
ranto los factores de iniciación eucariotas reconocen tanto el extremo 5 r 
; mo 3' del ARNm, siendo responsables del efecto estimulador de la polia- 
henil a don en la traducción* Los factores de iniciación eIF-4E y eIF-4G en 
Asociación con elF-4A y eIF-4B dirigen el ARNm hacia la subunidad ribosó- 
mica 4GS, mediante interacción entre los factores eIF-4G y elF-3, La sub uni- 
dad ribosómica 40 S unida al metionil ARNt y a los elF chequea el ARNm 
hasta identificar un codón de iniciación AUG. Cuando el codón AUG es re- 
conocido, eIF-5 provoca la hidrólisis del GTP unido a elF-2, Los factores de 
iniciación (incluyendo elF-2 unido a GDP) son liberados, y eIF5B facilita la 
unión de una subunidad 60$ para formar el complejo de iniciación 80S de 
las células eucariotas. 

Tras la formación del complejo de iniciación, la traducción continúa con 
la elongación de la cadena polipeptídica. El mecanismo de la elongación en 
células procariotas y eucariotas es muy similar (Fig, 8.12), El ribosoma tiene 
tres sitios para la unión dd ARNt, denominados lugar P (peptidil), A (ami- 
noadl) y E (liberación). El metionil ARNt iniciador se une al sitio P. La pri- 
mera etapa de la elongación es la unión del siguiente aminoadl ARNt al si- 
tio A medíante emparejamiento con el segundo codón del mensajero. El 
aminoadl ARNt es guiado hacia el ribosoma por un factor de elongación 
(EF-Tu en procaríotas y eEFlot en eucariotas), unido a GTP. La selección del 
aminoadl ARNt para su incorporación en la cadena polipeptídica creciente 
es un paso crítico que determina la precisión de la síntesis proteica. A pesar 
de que esta selección se basa en la complementa riedad de bases entre el co- 
dón del ARNm y el anticodón en el ARNt, el apareamiento de las bases no 
es suficiente para responsabilizarse de la precisión de la síntesis de proteí- 
nas, que posee una tasa de error inferior a 10 3 , Esta precisión la proporciona 


Figura 8.12 Etapa de elongación de la traducción. El ribosoma tiene tres sitios 
de unión al ARNt, llamados P (peptidil), A (aminoadl) y E (liberación). 

El NTormiimetionil ARNt iniciador se sitúa en el sitio P, dejando un sitio A libre. El 
segundo aminoadl ARNt (p. ej,, alanil ARNt) es dirigido hacia el sitio A por eEFla 
(unido a GTP). Tras la hidrólisis de GTP, eEFlct (unido a GDP) sale del ribosoma, 
dejando al alanil ARNt situado en el sitio A, Se forma el enlace peptídico y Se 
transfiere la metionina al aminoadl ARNt en el sitio A. Entonces el ribosoma se 
desplaza tres nudeótidos a lo largo del ARNm. Este movimiento transloca el 
peptidil (Me t- Ala) ARNt al sitio P y al ARNt libre al sitio E, dejando un sitio A vado 
para la unión de un nuevo aminoácido. La translocación está mediada por eEF2, 
acoplada a la hidrólisis de GTP. El proceso en células procariotas se ilustra en el 
esquema, siendo muy similar al de eucariotas. (En la Tabla 8.1 se nombran los 
factores de elongación de eucariotas.) 



J Formación del 
enlace peptídico 
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■ En algunos casos, la 
selenocísteína, que se ha 
denominado aminoácidos 21, se 
inserta en los codones stop. La 
selenoristeína es un aminoácido 
que contiene selenio que se 
encuentra en proteínas 
procedentes de diversos 
organismos, incluido el ser 
humano. Otro aminoácido 
modificado, la pirroÜsina, también 
puede insertarse en los codones 
stop. La pírrofisina es una Usina 
modificada que se encuentra en 
algunas arqueaba t ferias y que es 
importante en la producción de 
metano. 


un «centro descodificador» en la subunidad pequeña del ribosoma, que re- 
conoce los pares de bases codón-anticodón correctos y discrimina los erro- 
res, La inserción de un aminoacil ARNt correcto en el dominio A da lugar a 
un cambio conformacional que induce la hidrólisis del GTP unido a eEFIo 
y la liberación del factor de elongación unido a GDP. Un resultado notable 
de los estudios estructurales recientes del ribosoma es que el reconocimien- 
to del apareamiento codón-anticodón correcto en el centro descodifícador, 
como La actividad peptídil transferasa, se basa principalmente en la activi- 
dad del ARN ribosómico en lugar de las proteínas. 

Una vez que eEFlo ha salido del ribosoma, se forma un enlace peptídic o 
entre el metionil ARNt iniciador en el sitio P y el segundo aminoacil ARN: 
en el sitio A. Esta reacción está catalizada por la subunidad ríbosómica 
grande, realizando esta actividad el ARNr (como ya se ha explicado). El re- 
sultado es la transferencia de la metionina al aminoacil ARNt en el sitio A 
del ribosoma, formándose un peptídil ARNt en esta posición y dejando un 
ARNt libre en el sitio P. La etapa que sigue a la elongación es la transloca- 
cion, que requiere otro factor de elongación (EF-G en procariotas y eEF-2 en 
eucariotas), y también está acoplada a la hidrólisis de GTP. Durante la trans- 
locación, el ribosoma se desplaza tres nucleótidos sobre el ARNm, colocar - 
dose un nuevo codón en un sito A libre. En esta etapa se transloca el peptí- 
dil ARNt desde el sitio A al sitio F, y el ARNt libre desde el sitio P al sitio I 
De esta manera el ribosoma tiene un peptídil ARNt en el sitio P y un sitio A 
vacío. La unión de un nuevo aminoacil ARNt al sitio A induce la liberar -i 
del ARNt libre del sitio E, dejando al ribosoma preparado para la inserción 
de otro aminoácido a la cadena polipeptídica en crecimiento. 

El proceso de elongación debe continuar, y para ello eEFlot (o EF-Tu i 
es liberado del ribosoma unido a GDP, se debe convertir de nuevo en la for- 
ma unida a GTP (Fig, 8.13), Esta conversión requiere la presencia de un :er- 
cer factor de elongación, eEFljiyfeF-Ts en procariotas), que se une a eEF-1 ,t 
GDP promoviendo la sustitución de GDP por GTP Con este cambio se re- 
genera un nuevo eEFla/GTP preparado para dirigir un nuevo aminoad 
ARNt al sitio A del ribosoma, comenzando un nuevo ciclo de elongadáe* 
La regulación del factor eEFlot por la unión a GTP y la hidrólisis de éste es 
un ejemplo de regulación de actividad de proteínas. Como se explicara en 
capítulos posteriores, mecanismos similares de control de la actividad oofl 
rren en una gran variedad de proteínas que participan en la regulación Jd 
crecimiento y diferenciación celulares, así como en el transporte y secr^ooffil 
de proteínas. 

La elongación de la cadena polipeptídica continua hasta que un : fáám 
de terminación (UAA, UAG o UGA) se coloca en el sitio A del ribosoma. 
Las células no contienen ARNt con a n ti codones complementarios de los re- 
pletes de terminación, pero sí tienen factores de liberación que los frión®* 
cen y terminan la síntesis de proteínas (Fig. 8,14). Las células pnxi 
cuentan con dos factores de liberación que reconocen Jos codones dtr 
nación: RF1 reconoce UAA o UAG y RE- 2 reconoce UAA o UGA (véase 
bla 8.1 ), En células eucariotas un único factor de liberación (eRFl i 
los tres codones de terminación. Además las células procariotas y euc 
también tienen factores de liberación (RF3 y eRF3 respectivamente que 
reconocen codones de terminación específicos pero actúan con RF1 ' o 
y RF2. El factor de liberación se une a un codón de terminación en el 
estimulando la hidrólisis del enlace entre el ARNt y la cadena poli^ 
en el sitio P, permitiendo la salida de ésta del ribosoma. El ARNt es 
posteriormente, disociándose las subunidades ri basó mi cas y la hebra 
ARNm, 

Los ARN mensajeros de células procariotas y eucariotas pueden re- 
ducidos simultáneamente por muchos ribosomas. Una vez que eí n 
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; <ura 8.1 3 Regeneración de eEFI a/GTP, El complejo eEFI a /GTP dirige el 
axmnoatil ARNt al ribosoma. El GTP unido es hidrolizado cuando el ARNt correcto 
> asertado, liberándose d complejo eEFla/GDP, el cual es inactivo e incapaz de 
smr otro ARNt. Para que la translocación continúe, se debe regenerar otro 
eEFla/GTP, participando en este proceso otro factor, eEFI py, que facilita la 
sustitución de GDP por un GTP libre. 


Activo 


Inactivo 


ARNt unido 
al rrbosoma 


se aleja de un sitio de iniciación, otro puede unirse al ARNm e iniciar la sín- 
tesis de una nueva cadena polipeptídíca. Así, los ARNm son normalmente 
traducidos por una serie de ribosomas, separados entre ellos por aproxima- 
damente 100-200 nudeótidos (Fig. 9.13). El conjunto de ribosomas unido a 
una molécula de ARNm se llama poli rrib osoma o polisoma, Cada ribo soma 
del polisoma funciona de manera independiente para sintetizar una cadena 
polipeptídíca distinta. 

Regulación de la traducción 

Aunque la transcripción es el nivel principal de control de la expresión geni- 
ca, la regulación de la traducción de moléculas de ARNm también desempe- 
ña una función destacada en la modulación de la expresión génica. La tra- 
ducción de ciertas de estas moléculas puede controlarse a través de 
proteínas represoras de la traducción y microARIxJ no codificantes, que cons- 
tituyen unos reguladores clave de la expresión génica en los eucariotas. Adi- 
cional mente, la actividad traducción al global de las células está modulada 
en respuesta al estrés celular, la disponibilidad de nutrientes y la estimula- 
ción por factores de crecimiento. 

Un mecanismo de regulación traduccional es la unión de proteínas re- 
presoras, que bloquean la traducción, a secuencias especificas del ARNm. 
El ejemplo mejor conocido de este mecanismo en células eucariotas es la re- 


Fígura 8.14 Terminación de la traducción. Un codón de terminación (p, ej., UAAJ 
en el sitio A es reconocido por un factor de liberación en vez de por un ARNt. El 
resultado es la liberación de la cadena polipeptídíca completa, seguido de Ja 
disociación del ARNt y ARNm del ribosoma. 
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Figura B.1 5 Poli somas. Los ARN mensajeros son traducidos por múltiples 
ribosomas formando un polisema. (A) Micrografia electrónica de un poMsoma 
eucariota. (B) Esquema general de un polisoma. Obsérvese que ios ribosomas 
próximos al extremo 3 r del ARNm contienen cadenas poHpeptfdiíías más largas ■ 
de M. Boublik y cois., 1990. The Ribosome, pág. 117. Cortesía de American So¿en 
Microbiology.) 


gulación de la síntesis de ferritina, una proteína que almacena hierro defil 
de la célula (Fig, 816), La traducción del ARNm que codifica para fe . ni 
está regulada por las reservas de hierro: se sintetiza más ferritina cual 
más hierro haya. Esta regulación está mediada por proteínas regulad» 
del hierro que (en ausencia de hierro) se une a una secuencia (secueno* 3 
respuesta al hierro o IRE) en el extremo 5' no codificante del ARN ni uc- afl 
rritína, bloqueando la traducción. En presencia de hierro, la proteína icj 
ladora del hierro no se une ya a las secuencias IRE, de modo que puede m 
menxar la traducción del ARNm de la ferritina. La secuencia IRE se 
a unos 40 nudeótidos de distancia de la caperuza del extremo 5' y » 
que las proteínas reguladoras del hierro inhibirían la traducción al int uiJ 
en la unión del ARNm a la subunidad ribosómica 40S. 


ARNm de la fe mima 

JRE Región codificante de la proteína 

5' cap m 7 G 


AAAA,,, 3' 



Traducción 


Inhibieron de unión a 
subunidad ribosómica -'5 


Figura 8.T6 Regulación de la traducción de la ferritina. El ARNm 

secuencia de respuesta al hierro (IRE) cerca del cap del extremo 5 H . En prt 
una cantidad adecuada de hierro, la traducción del ARNm ocurre normalml 
embargo, sí la cantidad de hierro disminuye, una protema (denominada pr» 
de unión a la secuencia de respuesta al hierro o 1RP) se une a la secuencia IRE 
bloqueando la traducción al interferir en la unión del ARNm a la subumdj d 
ribosómica 40S. 
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B. 1 7 Represor traducrional unido a las secuencias 3' no traducidas. Los 

- tr a d acciónales pueden uiiirse a las secuencias reguladoras de la región y 
traducida (L'TR) o inhibir la traducción mediante su unión at factor de iniciación 
unido a la caperuza 5 r . Esto interfiere con la traducción mediante el bloqueo 
- unión de eíF4E a eíF4G en un complejo de iniciación normal (véase Fig. 8.11). 


La "aducción también puede ser regulada por proteínas que se unen a 
ñas específicas de las regiones 3' no traducidas de algunas ARNm. 
: cunos casos, estos represores traduce tona le_s funcionan uniéndose al 
de iniciación eIF4E que interfiere en la interacción de eIF4F y eIF4G e 
dik be el comienzo de la traducción (Fig. 8,17), Las proteínas que se unen a 
■ r-g.ones 3' no traducidas del ARNm también son responsables de la lo- 
cad ración del ARNm en regiones específicas de las células, permitiendo 
-e produzcan proteínas en localizaciones subcelulares específicas. La 
i ización de ARNm es una parte importante de la regulación de la tra- 
ducción en una variedad de tipos celulares, incluyendo óvulos, embriones, 
3=1 u i as nerviosas y fibroblastos en movimiento. Por ejemplo, la localización 
á ARNm en regiones específicas de los óvulos o embriones juega un papel 
rr portante en el desarrollo permitiendo que las proteínas codificadas se 
■Énteticen en los sitios apropiados del embrión en desarrollo (Fig. 8.18). La 
fccalización de ARNm está acoplada a la regulación de su traducción, de 
Su do que ¡as proteínas que codifican son sintetizadas una vez que el 
ARNm se encuentra adecuadamente localizado en estadio apropiado del 
desarrollo. 

La regulación traducrional es especialmente importante durante el des- 
arrollo temprano. Como se ha estudiado en el Capítulo 7, una variedad de 
\RNm está almacenado en los óvulos en forma no traducida; la traducción 
ce estos ARNm almacenados es activada durante la fertilización o durante 


estadios posteriores del desarrollo. Un mecanismo de regulación de la tra- 
d üccion de este tipo está controlado por la poliadeniladón de los ARNm del 
rulo. Muchos ARNm son almacenados sin traducir en los óvulos con pe- 
queñas colas de poli A (aproximadamente 30-5Ü nucleótidos). En un princi- 
pio, estos ARNm almacenados poseen colas largas de poli-A de unos 200 
nucleotidos, al igual que otros ARNm (véase Fig. 7.46). No obstante, poste- 
riormente son reconocidos por una proteína represora de la traducción que 
se une a secuencias específicas de sus regiones no traducidas del extremo 3' 
escinden la mayor parte de las colas de poli- A. Más adelante, estos ARNm 
1 1ma cena dos se incorporarán a la traducción en una etapa adecuada del 
desarrollo a través del alargamiento de sus colas de poli-A hasta alcanzar 
varios cientos de nucieótidos. De este modo se permite la unión de la proteína 



■ Los ARNm específicos se 
localizan en las sinapsis entre 
neuronas. La traducción regulada 
de estos ARNm localizados, parece 
ser necesaria para la formación y el 
mantenimiento de sinapsis y puede 
jugar un papel en el aprendizaje y 
memoria. 


Figura B. 18 Localización del ARNm en 
ovocitos de Xenopus. Hibridación in situ 
que ilustra la localizaron del ARNm 
Xterk a Ja corteza vegetal de los ovocitos 

I de Xenopus. (Cortesía de james Deshler, 

i 00 m Boston U rdversity. ) 
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de unión a poli- A (PABP), la cual estimula la traducción al interaccionar : 
eIF4G (véase Fíg, 8,11), 

Uno de los adelantos más fascinantes de ios que hemos sido testigo : 
largo de los últimos años ha sido el descubrimiento del pape! de los 
no codificantes en la regulación de la expresión génica. Desde su identifica- 
ción en el año 1998, la interferencia de ARN íiÁRNl mediada por moiccs 
las b icaten a das cortas de ARN se ha utilizado de manera frecuente c 
herramienta experimental de inhibición de la expresión génica a nivel 
tr aducción (véase Fig, 4.42). A pesar de que la vía de interferencia de . 
también inhibe a través de la inducción de la formación de he tercerón 
(véase Fig. 738), actúa fundamentalmente (y, en especial, en las células 
males) inhibiendo la traducción y /o induciendo la degradación de n\ 
las diana de ARNm. Los dos tipos principales de moléculas pequen:- 
ARN que intervienen en la interferencia de ARN son los ARN de inte: 
cia pequeños (ARNsi) y los microARN (ARN mi); ambos tipos tiener 
longitud cercana a las 22 pares de bases, aunque difieren en sus orig 
Los ARNsi se sintetizan como consecuencia de la escisión de ARN hice 
ríos de mayor longitud por acción de la nudeasa Dícer (véase Fig. 4.41 
precursores bicatenarios largos de los ARNsi pueden introducirse en 
lulas mediante métodos experimentales o bien formarse en la propia : 
a partir de transcritos solapantes. Por el contrario, la ARN polímera 
transcribe las moléculas precursoras de los ARN mi como transcritos r. 
ríos de unos 70 nudeótidos, que a continuación se someten a reacciona 
escisión secuencia! catalizadas por las nucleasas Drosha y Dícer pen 
mar moléculas b (catenarias de ARN de unos 22 nudeótidos de ior 
(Fig. 18.19). Se incorporan una hebra de las moléculas de ARNmi \ A 
al llamado complejo de süenciarrtiento inducido por ARN (RISC j c 
consecuencia de lo cual los ARNmi o ARNsi dirigen al complejo 
ARNm complementarios. En algunos casos, las moléculas de ARXs 
ARNmi inducen la escisión del ARNm diana por acción de un com 
del RISC, como se ha descrito en el Capítulo 4. Este suele ser el caso ¿£ 
ARNsi o ARNmi que son secuencia complementaria perfecta de sus 
de ARNm. No obstante, la mayoría de los ARNmi crean híbridos zjm 
son perfectamente complementarios con sus dianas, de modo que te 
ción de la traducción medida por el complejo creado por ARNmi " 
se acompaña de la escisión del ARNm, si bien tes moléculas no a 
de ARNmi pueden inducir la degradación de los ARNm a través de ? _ 
adenilación (véase Fig. 7. 56). No se conoce aún el mecanismo que 
te inhibición de la traducción por los ARNmi, aunque podría actuar 
nivel de la iniciación como de la elongación. 

Los ARNmi desempeñan un importantísimo papel en la regulaci o 
ca. Se cree que los genomas de mamífero codifican hasta 1.000 ARNm 
mismo, se calcula que cada ARNmi puede reconocer hasta 100 ARNrr 
rentes, por lo que se supone que, al menos, una tercera parte de los 
que codifican proteínas estaría sometido a regulación a través c t 
ARNmi. En la actualidad comienzan a describirse algunas de sus tu 
biológicas y se ha determinado que intervienen en un amplio aba 
procesos ontogénicos, como el desarrollo embrionario temprano y el* 
lio del sistema nerv ioso, la musculatura, el corazón, los pulmones \ £ 
ma inm unitario. Por otra parte, se ha demostrado que los ARNmi reg 
proliferación y la supervivencia de la célula y la expresión anóma la 
moléculas se asocia a cardíopatías y diversos tumores. En consecc 
están investigando de manera activa el mecanismo de acción de los - 
y su repertorio de funciones biológicas. 

Otro mecanismo de regulación tradúcelo nal en células eucari otas . 
ne un efecto global en la traducción más que efectos en te traduce r 
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pre'ARNmi 


5'^ 


pre-ARNmi 


Dúplex de ARNmi 



Drosha 



| Asociación a RISC 
y desentonamiento 
1 de hebras del ARNmi 



í I 


ARNm 
diana 

i 

Represión de la traducción 

DesademJaclón y 
degradación del ARNm 




ARNm 

diana 


I 

Escisión del ARNm 


Figura 8,19 Regulación de la traducción por ARNmi, Las moléculas precursoras 
de los ARNmi (pre- ARNmi) sufren reacciones de escisión secuencial por acción 
de las nucleasas Drosha y Picer y dan lugar a moléculas b i caten arias de ARN de 
unos 22 nudeótidos de longitud. Los ARNmi se asocian al complejo RISC en el que 
se desenrollan sus dos hebras. A continuación, los ARNmi dirigen al RISC hacia 
un ARNm homólogo para inducir su degradación (si la compl ementa ried a d 
de la secuencia con el ARNm es perfecta) o bien a la inhibición de la traducción, la 
d esa den ilación y la degradación del ARNm (si la complementariedad es imperfecta). 
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Figura 8.20 Regulación de la 
traducción medíante fosforilación 
de elF-2 y elF-2B. La forma activa de 
elF-2 (formando un complejo con GTF) 
dirige el metioml ARNt iniciador al 
riboaoma (véase Fig, 8.11), A 
continuación el elF-2 es liberado del 
ribosoma en su forma inactiva unida a 
GDP. Para continuar la traducción, 
elF-2 debe ser reactivada por elF-2B, 
que estimula el intercambio de GDP 
por GTP, La traducción puede ser 
inhibida (p. ej,, si las células carecen de 
factores de crecimiento) por la acción 
de proteínas quinasas reguladoras que 
fosforilan a eIF-2 o a eíF-2B. Estas 
fosforilaciones bloquean el intercambio 
de GTP por GDP, de modo que 
elF-2/GTP no puede ser regenerado. 


(A) Suministro adecuado de factores de crecimiento 



(B) 



Ausencia de factores 
de crecimiento 


El intercambio de GTP 
está bloqueado 


Traducción 

inhibida 


mensajero específico ARNm, ocurre por la modulación de la actividad de 
los factores de iniciación, en particular elF-2 y eíF-TE. Como se explicó ante* 
nórmente, elF-2 (formando complejo con GTP) se une al metionil ARNt ini- 
ciador, dirigiéndolo hacia el ribosoma. La liberación de eIF-2 en una etapa 
posterior va acompañada de la hidrólisis del GTP, liberándose un complejo 
inactivo e¡F-2/GDP Para participar en otro ciclo de iniciación debe regene- 
rarse eIF-2/GTF, sustituyéndose la molécula de GDP por GTP (Fig. 8.20), 
Este intercambio está mediado por otro factor, elF-2B, El control de la acti- 
vidad de eIF-2 por la unión a GTP y la hidrólisis es similar a la que sufre el 
factor eEFlcc (véase Fig, 8.13). Sin embargo, la regulación de eIF-2 propor- 
ciona un punto de regulación crítico en una gran variedad de células euca- 
r totas. En concreto, tanto eIF-2 como eÍF-2B pueden ser fosf orila das por 
proteínas quinasas reguladoras. Estas fosforilaciones inhiben el intercambio 
del GDP unido por GTP, inhibiendo así la iniciación de la traducción. Por 
ejemplo, en las células de mamíferos carecientes de factores de crecimiento ■ 
se activa una proteína quinasa que fosforila a eiF~2B, inhibiendo la sucesiva 
síntesis de proteínas. 

La regulación de la actividad de eJFME, que se une a la caperuza 5' del 
ARNm, es otro punto crítico sobre el que actúan los factores de crecimiento 
para controlar la síntesis proteica (Fig, 8.21). Por ejemplo, factores de crecí- 
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Comienzo de \a traducción 



Figura B.2\ Regulación de elF4E, En ausencia de 
factores de crecimiento, las proteínas de unión a eIF4£ 
(4E-BP), que se unen a elE4F e impiden su interacción 
con eíF4G, inhiben la traducción. La estimulación por 
faetones de crecimiento induce la fosforilación de las 
4E-BP, que se disocian de eFF4E y permiten eí 
comienzo de la traducción. 


miento que estimulan la síntesis proteica en células de mamífero activan 
proteínas qu masas que fosforilan a proteínas reguladoras (denominadas 
proteínas de unión a eIF-4E, o 4E-BPs del inglés bimíirtg proteins) que a su 
vez se unen a eIF-4E. En ausencia de los factores de crecimiento apropiados, 
las 4E-BPs no fosforiladas se unen a eIF-4E e inhiben la traducción interfi- 
riendo en la interacción de eLF-4E con e!F-4G + Cuando los factores de creci- 
miento están presentes en una cantidad adecuada, la fosforilación de las 4E- 
BPs impide su interacción con eiF-4E, dando lugar a elevaciones de las tasas 
de iniciación de la traducción. 

Cabe destacar que la inhibición global de la traducción puede favorecer 
la traducción selectiva de algunas moléculas de ARNm. Por ejemplo, los 
ARNm que albergan sitios internos de entrada de ribosomas pueden some- 
terse a una traducción selectiva en condiciones bajo las cuales se inhibe 
elF-4E y, por tanto, la iniciación dependiente de la caperuza. Esta traduc- 
ción selectiva de un subgrupo de ARNm puede favorecer la supervivencia 
celular en condiciones de estrés, como la inanición, el agotamiento de facto- 
res de crecimiento o los daños al ADN. 

Plegamiento y procesamiento de proteínas 

La traducción completa el flujo de la información genética en ia célula. En 
este proceso la secuencia de nucleótidos del ADN se convierte en la secuen- 
cia de aminoácidos en la cadena polipeptídica. La síntesis de un polipépti- 
do, sin embargo, no significa que la pro teína sea funcional. Para ser activos, 
los polipéptidos deben plegarse en conformaciones tridimensionales carac- 
terísticas y, en muchos casos, varías cadenas polipeptídicas se agregan para 
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dar lugar a un complejo funcional Además, muchas proteínas experimen- 
tan modificaciones adicionales, incluyendo escisión y la unión covalente dt 
carbohidratos y lípidos, que son necesarios para la correcta función y locali- 
zación de Las proteínas en la célula. 

Chaperonas y plegamiento de proteínas 

La conformación tridimensional de las proteínas depende de Ja interacción 
entre las cadenas laterales de sus aminoácidos, como se vio en el Capítulo 2. 
El principio clásico del plegamiento de una proteína es que la Informador 
necesaria para que ésta adopte la conformación tridimensional correcta la 
proporciona su secuencia de aminoácidos. Este principio fue establecido 
por los experimentos de Christian Anfinsen demostrando que la enzima 
ARNasa desnaturalizada puede in vitro volver a plegarse en una conforma- 
ción activa espontáneamente (véase Fig. 2.17). En un principio se pensó que 
el plegamiento de proteínas ocurría por un proceso de autoen samblaje que 
no requería la presencia de ningún factor celular adicional. Sin embargo, es- 
tudios más recientes muestran que esto no es una buena descripción de] 
plegamiento de proteínas en las células y se puede afirmar que en el prote- 
so participan otras muchas proteínas. 

Las proteínas que facilitan el plegamiento de otras proteínas se llamar 
chaperonas, EL término «chapetona» fue utilizado en un principio por Ron 
Laskey y sus colaboradores para describir una prote ína (nudeoplasiruna 
necesaria para el ensamblaje de los nucleosomas a partir del ADN y de b- 
histonas, La nucíeop! asinina se une a las histonas y provoca su ensamblaje 
en nucleosomas, pero la nucleoplasmina no forma parte de la estructura úl- 
tima del nucle osoma. Las chaperonas, de este modo, actúan como cataliza- 
dores que facilitan el ensamblaje sin formar parte del complejo ensamblado 
Estudios más recientes han ampliado el concepto hasta incluir proteínas 
que medían una gran variedad de procesos de ensamblaje, particularmente 
el plegamiento de proteínas. 

Es importante saber que las chaperonas no proporcionan una informa- 
ción adicional para el plegamiento de las proteínas en su conformación tri- 
dimensional; ésta viene determinada exclusivamente por la secuencia de 
aminoácidos. Más bien, las chaperonas catalizan el plegamiento proteic > 
ayudando al proceso de autoensamblaje. En concreto, se cree que su función 
es unirse y estabilizar las cadenas polipeptí dicas no plegadas o los interme- 
diarios parcialmente plegados que se forman en la ruta que dirige al estad 
de plegamiento correcto. En ausencia de chaperonas, las cadenas polipeptí- 
dicas no plegadas o parcialmente plegadas son inestables en la célula y cor 
frecuencia se pliegan de forma incorrecta o se agregan formando complejos 
insolubles. La unión de las chaperonas estabiliza estas formas no plegadas v 

■ E( plegamiento incorrecto de las 
proteínas puede tener serias 
consecuencias para la célula. 

Algunas proteínas plegadas 
incorrectamente pueden agregarse 
y formar fibras insolubles, que se 
acumulan en Jos espacios 
extracelulares y en el interior 
celular. Las fibras amiloides son 
marcadores de diversas patologías 
neurodegenerativas humanas, 
como la enfermedad de Aliheimer 
o de Parkinson. 


por tanto previenen el plegamiento incorrecto o la formación de agregados 
y permiten que la cadena polipeptídica adquiera una confomación activa. 

Un buen ejemplo lo proporcionan las chaperonas que se unen a las cade- 
ñas poli peptídí cas nacientes a la vez que se sintetizan en los ribo somas; de 
este modo previenen el plegamiento incorrecto o la agregación de la por- 
ción amino terminal del polípéptido antes de que la síntesis de éste finalice 
(Fig. 8,22), Probablemente, este tipo de interacción 100 a 300 aminoácidos 
tiene importancia en las proteínas en las que el extremo carboxilo terminal 
(sintetizado en último lugar) es necesario para el plegamiento del extremo 
a mino terminal. De esta manera, la chapetona unida estabiliza la porción 
amino terminal en una conformación extendida hasta que se sintetice el res- 
to de la cadena polipeptídica y la proteína completa pueda plegarse correc- 
tamente. Las chaperonas también estabilizan tos polipéptidos no plegados 
durante su transporte a los orgá nulos subcelulares — por ejemplo, durante 
ia migración de proteínas desde el cítosol a la mitocondria (Fig. 8,23)—. La^ 
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8 22 Papel de las ehaperonas durante la traducción. Las 

i se unen al amino terminal (N) de la cadena polipeptídica en 
n to* es tabíí izándolo en una configuración no plegada hasta que la 
de la cadena polipeptídica finaliza. La proteína completa es liberada 
ribosoma y está preparada para plegarse en la conformación 
onal adecuada. 


ARNm 


: ro teínas se transportan a través de la membrana mitocondrial en una con- 
formación parcialmente plegada estabilizada por ehaperonas que se unen 
en eldtosol. Las ehaperonas del interior de la mítocondría facilitan la trans- 
ferencia del polípéptido al atravesar la membrana y su plegarráento poste- 
nor en el interior del orgánulo. Además, las ehaperonas participan en el en- 
samblaje de proteínas formadas por múltiples cadenas polipeptídicas, en el 
ensamblaje de estructuras macr omoleculares (p. ej v nucleoplasmina). 

Muchas de las proteínas que actúan como ehaperonas fueron inicialmen- 
te identificadas como proteínas de choque térmico (del inglés heat-shock 
proteins , Hsp), un grupo de proteínas que se expresan en las células ante de- 
:erminadas circunstancias de estrés ambiental, como por ejemplo tempera- 
turas elevadas. Existen dos familias de proteínas ehaperonas, las chapero- 
nas Hsp70 y las chaperoninas, que actúan en una vía de plegamiento 
proteico general tanto en células procariotas como eucariotas (Fig. 8,24). Se 
encuentran miembros de las familias HspZO y chaperoninas se encuentran 



Mítocondría 


Chaperona citosóJíca 


Chapa roña mitocondríai 


Prote i na 
plegada 


Figura 8.23 Papel de las ehaperonas 
durante el transporte de proteínas. 

Un polípéptido parcialmente plegado 
es transportado desde el citosol a la 
mítocondría. Las ehaperonas 
citosólicas estabilizan la configuración 
o conformación extendida. Las 
ehaperonas rmtocondriales facilitan el 
transporte y posterior plegamiento de 
la cadena polipeptídica dentro del 
orgánulo. 
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Transferencia 
a chape ron ¡ñas 


Intermediario 
parcialmente plagado 


Figura 8.24 Acciones secuencia les de las chaperonas. Las chaperonas 
de la familia Hsp70 se unen y estabilizan la cadenas polipeptídicas no plegadas 
durante la traducción* El péptido nativo se dirige a chaperonas de la familia 
chaperoninas, donde ocurre finalmente el p ligamiento. La hidrólisis de ATP se 
necesita para liberar el polipéptido extendido de Hsp70 y para su plegamiento 
en el interior de ehaperoninas. 



Pnoteina plegada 


en el cítosol y en los orgánulos subcelulares (retículo endoplásmico, 
condrias y cloroplastos) de las células eucariotas, además de en bactenJ 
Los miembros de la familia Hsp70 estabilizan las proteínas no plegadas ga- 
rante la traducción (véase Fig. 8.22) y también durante el transporte de m 
polipéptidos a muchos de los orgánulos subcelulares, como la mifóeondiM 
y el retículo endoplásmico. Estas proteínas se unen a pequeños fragmenij 
(siete u ocho residuos de aminoácidos) de los polipéptidos no plegad » 
manteniendo la cadena polipeptídica en una configuración o conformac ’e 
extendida, impidiendo la agregación. 

La cadena polipeptídica no plegada es entonces transferida de una cb*- 
perona Hsp70 a una chaperonina, en cuyo interior tiene lugar el plegamieríB 
proteico, dando lugar a una pro teína correctamente plegada en su cnnicr- 
marión tridimensional. Las chaperoninas consisten en múltiples suburu ci- 
des proteicas organizadas en dos anillas apiladas para formar una estructura 
con dos cámaras. Las cadenas polipeptídicas no plegadas están resgua- 
rdadas del dtosol en el interior de la cámara de la cha peroni na. En este am- 
biente aislado, puede proceder el plegamiento proteico mientras que - 
previene la agregación de los segmentos no plegados déla cadena poliper- 
tídica con otros polipéptidos no plegados. 

Tanto las bacterias como las células eucariotas también contienen fami- 
lias adicionales de chaperonas, y el número de chaperonas es considerable- 
mente mayor en eucariotas. Por ejemplo, una vía alternativa para el plega- 
mi ento de algunas proteínas en el citosol y el retículo endoplásmico de A- 
células eucariotas implica la acción secuencia! de miembros de las tamizas 
Hsp70 y Hsp90. La mayoría de los sustratos de plegamiento de Hsp90 soe 
proteínas que están implicadas en la señalización celular, incluyendo rece- 
tores de hormonas esteroideas y una diversidad de proteínas qu inasas. 

Enzimas que catalizan el plegamiento proteico 

Además de la chaperonas, que facilitan el plegamiento de las proteínas me- 
diante la unión y estabilización de intermediarios parcialmente plegad* - 
las células también contienen al menos dos tipos de enzimas que catalizar 
el plegamiento de proteínas mediante la rotura y formación de nuevos en i 
ces cova lentes. La formación de puentes disulfuro entre residuos de cisteir; 
es Importante en la estabilidad de la estructura plegada de muchas prote - 
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Figura 8.25 Actividad de la proteína 
di sulfuro ísomerasa. La proíeína 
disulfuro ísomerasa (FD1) cataliza la 
formación de puentes disulfuro a través 
de ía transferencia de equivalentes de 
oxidación a su sustrato. 


- ^ £ véase Fig, 2.16). La proteína disulfuro ¡somerasa (PDi), descubierta 
por Christian Anfinsen en 1963, cataliza la formación de puentes disulfuro 
F:g. 3.25). En las proteínas que contienen múltiples residuos del aminoáci- 
do cisterna, la PDI desempeña un papel importante promoviendo el inter- 
: : mbio rápido entre parejas de puentes disulfuro, para que la proteína ad- 
quiera el patrón de puentes disulfuro compatible con una conformación 
atable. Los puentes disulfuro son especialmente abundantes en proteínas 
secretadas y algunas proteínas de membrana, porque el citosol contiene 
3 ¿entes reductores que mantienen los residuos de cisterna en la forma redu- 
nda ( — SH), impidiendo la formación del puente disulfuro (S — S). En célu- 
ás euc anotas, los puentes disulfuro se forman en el retículo end oplásmico, 
tu cuyo lumen hay un ambiente oxidante. La PDÍ es una chapetona crítica y 
un catalizador del plega miento proteico en el retículo end oplásmico y es 
ana de las proteínas más abundantes en dicho organillo. 

La segunda enzima con un papel importante en el plegam tentó de pro te- 
ñas cataliza !a isomerización de los enlaces peptídicos donde participa el 
aminoácido prolina (Fig, 8.26), La prolina es un aminoácido especial en el 
que el equilibrio entre las conformaciones as y fríws del enlace peptídico 
que precede a un residuo de prolina está ligeramente desplazado hacia la 
conformación traus. Por el contrario los enlaces peptídicos formados entre 
otros aminoácidos se encuentran casi siempre en una conformación trans ♦ 
La isomerización entre las configuraciones cis y frííííS de los enlaces peptídi- 
cos en los que interviene la prolina, que podría representar un paso limitan- 
te del plega miento de proteínas, la cataliza la enzima peplidil prolil isüme- 
rasa. Esta enzima está ampliamente distribuida tanto en células procariotas 
como eucariotas y cataliza el plega miento de varias proteínas. 


Escisión de proteínas 

La escisión de las cadenas polípeptídicas (proteo lisia) es una etapa impor- 
tante en la maduración de muchas proteínas. Un ejemplo sencillo es la eli- 
minación de la metionína inicial del extremo amino terminal de muchos po- 
lipéptidos, proceso que ocurre al principio de la traducción, antes de que la 
cadena polipeptídica se sintetice completamente. La adición de nuevos gru- 
pos químicos al residuo a mino terminal del polipéptido, por ejemplo grupos 
ace tilo o cadenas de ácidos grasos, ocurre con frecuencia. 

Las modificaciones pro teolí ticas de los extremos amino también tienen 
un papel fundamental en la translocación de muchas proteínas a través de 
las membranas celulares, incluyendo la secreción de proteínas tanto en cé- 
lulas bacterianas como eucariotas, asi como las proteínas que van a formar 
parte de la estructura de la membrana plasmática, lisosomas, mitocondrias 
y cloroplastos en células eucariotas. Estas proteínas son marcadas con se- 
cuencias amino termínales para transportarse a sus destinos finales, y estas 
secuencias son eliminadas de la cadena polipeptídica por escisión proteuL- 
tíca cuando atraviesan las membranas. Por ejemplo, la secuencia señal ami- 
no terminal, formada aproximad a mente por 20 aminoácidos, marca las pro- 
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Figura 8.26 Actividad de la peptidíl 
prolil ísomerasa. La peptidil prolil 
isomerasa cataliza la isomerización 
entre la conformación as v trans de los 
enlaces peptídicos en los que 
interviene la pro lina. 
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Dirección del desplazamiento del ribosoma 


Proteína 

translocaca 


Membrana del 
retículo endoplásmico 


Secuencia señal 


Figura 8.27 Papel de las secuencias 
señal en la translocación a través de 
la membrana. Las secuencias señal 
dirigen la translocación de las cadenas 
polipeptídicas a través de la 
membrana plasmática de bacterias o 
hacía el interior del retículo 
endoplásmico en las células m cariotas 
(véase dibujo). Esta secuencia señal, 
una secuencia de aminoácidos 
hidrofóbicos en el extremo amino 
terminal de la cadena polipeptídica se 
inserta en un canal de la membrana 
inmediatamente tras su síntesis en el 
ribosoma. El resto de la protema es 
translocada a través del canal y la 
secuencia señal es eliminada por la 
actividad de una peptidasa señal, 
liberándose una proteína madura y 
translocada. 


teínas que se dirigen a la membrana plasmática en bacterias, o al retícula 
endoplásmico en células eucariotas, mientras ocurre la traducción (Fíg. 8 .27 
La secuencia señal, formada predominantemente por aminoácidos hidro: - 
bicos, se inserta en la membrana cuando emerge del ribosoma. El resto de ü 
cadena polipeptídica pasa a través de un canal de la membrana a medida 
que es sintetizada. Esta secuencia señal posteriormente es escindida r<c 
una proteasa de membrana específica (peptidasa señal), liberándosela rr - 
teína madura. En células eucariotas, la translocación al retículo endopla-r* 
co de cadenas poli peptíd leas nacientes es el primer nivel en el marcan r- 
proteínas que se destinarán a la secreción, a formar parte de la membrana 
plasma rica o se incorporarán a los lisosomas, Los mecanismos que dirige* 
el transporte de piro teínas a sus destinos, así como el papel de otras secun- 
das señal que dirigen las proteínas al interior de las mitocondrias y ci r - 
plastas, se discutirán en los Capítulos 10 y 1L 

Otro ejemplo importante de procesamiento pro teolí tico es la formaoáii 
de enzimas u hormonas funcionalmente activas, medíante escisión de pm* 
cursores inactivos de mayor tamaño. La insulina se sintetiza como un piec*- 
sor polipeptídico más grande y representa un ejemplo clásico. La ínsula* 
se forma a partir de dos escisiones. El precursor inicial (prepromsulma * cc®~ 
tiene una secuencia señal amino terminal que dirige la cadena polipepridia 
hacia el retículo endoplásmico (Fig. 8.28), La eliminación de la secuencia se- 
ñal durante la translocación al retículo endoplásmico produce un segimá* 
precursor, llamado promsulina. Este precursor se transforma finalmente a 
insulina, formada por dos cadenas polipeptídícas unidas por puentes disdfc* 
furo, previa escisión proteo litíca de un péptído interno. Otras proteínas je- 
tivadas mediante mecanismos de escisión similares son las enzimas d ige* 
vas y las proteínas que participan en la coagulación sanguínea, \ 
cascada de proteasas que regulan la muerte celular programada en los ñ| 
males. 

Es interesante reseñar que las proteínas de muchos virus animales 
van de la escisión de largos precursores polipep lidíeos. Vn ejemplo parta* 
Jarmente importante del papel de la proteólisis en la replicación vinca m 
proporciona el VIH. En la replicación del VIH, una proteasa codificada r«r 
el virus escinde polipéptídos precursores para formar proteínas víricas es- 
tructurales. Debido a su papel central en la replicación vírica, la prorea* 
del VIH (además de Ja transcriptasa inversa) es una importante diana pal 
el desarrollo de drogas usadas para el tratamiento del SIDA. En efecto jm 
inhibidores de la proteasa son en la actualidad ios fármacos más efe. :. ** 
que se utilizan para combatir la enfermedad. 
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Prepro insulina 

N 


Escisión de la secuencia 
señai y formación de 
puentes dísulfuro 



A 

>C 

Polipéptido 

enlazante 


Eliminación del 
polipéptido enlazante 



Figura 8.28 Procesamiento 
proteolítico de la insulina. La 

molécula activa de insulina consta de 
dos subunídades polipeptídicas (A y B) 
unidas por puentes disulfuro. Es 
sintetizada como un polipéptido 
precursor (prepro insulina) que 
contiene una secuencia señal ammo 
terminal que se eliminará durante la 
transferencia de la cadena 
polipeptídiea al retículo endopiásmico. 
Esta escisión origina un segundo 
precursor (proinsulina), que es 
transformado en insulina por un 
mecanismo de proíeólisis mediante el 
que se elimina un fragmento Interno 
del polipéptido. 


Proinsutma 


Insulina 


Glicosilación 

Muchas proteínas, particularmente en células eucariotas, son modificadas 
por la adición de carbohidratos en un proceso conocido como glicosilación. 
Las proteínas a las que se les ha añadido una cadena de glúcidos (llamadas 
glicoproteínas) normalmente son secretadas o se Localizan en la superficie 
celular, aunque algunas proteínas nucleares o citosólicas también están gli- 
cos liadas. Los carbohidratos de las glicoproteínas tienen fundones impor- 
tantes en el plegamiento de proteínas en el retículo endopiásmico, en la de- 
cisión del destino de las proteínas a su compartimento intra celular, y como 
sitio de reconocimiento en las interacciones célula -célula. 

Las glicoproteínas se clasifican en dos tipos: A/-glícoproteínas y ü-glico- 
proteínas, dependiendo del sitio de unión de la cadena de carbohidratos 
(Fig. 829). En las N-gl ico proteínas, los carbohidratos se unen al átomo de 
nitrógeno de la cadena lateral del aminoácido asparragina. En las O-glico- 
proteínas, el átomo de oxígeno de los aminoácidos serina o treonina es el si- 
tio de unión de la cadena glucídica. Los azúcares que se unen directamente 
a estos sitios son normalmente N-acetilglucasamina o N-a ce til gal actos ami- 
na respectivamente. Por otra parte, los residuos de mañosa se pueden unir 
a residuos de triptófaito en algunas proteínas a través de enlaces entre dos 
átomos de carbono. 

La mayoría de las glicoproteínas de las células encanutas será destinada 
a la secreción o a formar parte de la membrana plasmática. Estas proteínas 
se transfieren normalmente al interior del retículo endopiásmico (previa es- 
cisión de la secuencia señal) mientras la proteína es sintetizada. La glicosila- 
ción se inicia también en el retículo endopiásmico antes de que termine la 
traducción de la proteína. El proceso comienza con la transferencia de un 
oligosacárido común compuesto por 14 residuos de monosacárido (dos N- 
acetiígiucosaminas, nueve mañosas, y tres glucosas) a un residuo de aspa- 
rragina de la cadena polipeptídiea en crecimiento (Fig. 8.30), El oligosacári- 
do se localiza en la membrana del retículo endopiásmico unido a un lípido 


Figura 8.29 Anclaje de carbohidratos para formar glicoproteínas. Las cadenas 
de azúcares de las N-gJicoprotéínas están unidas a un residuo de aspa rragina, 
mientras que los de las G-glicoprotcínas se un en a serina (véase dibujo) o a treonma. 
Los ¿azúcares unidos a los aminoácidos son, normalmente, N-acetüglucosamina 
(unidos a través de N) o N-acetilgalactosamina (unidos a través de O). 
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Figura 8.30 Síntesis de reo proteínas. La primera etapa de la glícositacii ~ - 

la adición, en el retículo endopiásin ico (RE), de un oligosacárido formado por : - 
residuos de monosacáriéos a la cadena pollpeptidica en crecimiento. El oligosatandÉ 
(formado por dos N-acetüglucosaminas, nuev e mañosas y tres glucosas) se une a 
lípído (dolicol fosfato) en la membrana del retículo endoplásnúco* El olígosacan’c 
es transferido desde el dolicol fosfato a un residuo de asparragina de la cadena 
polipeptídica* 


transportador (dolicol fosfato). Este oligosacárido es transferido como _n¿ 
unidad completa a un residuo de asparragina (Asn) a ce p tora, que íorzm 
parte de la secuencia Asn-X-Ser o Asn-X-Thr (donde X puede ser cual q a tz 
aminoácido distinto de prolína). 

Este oligosacárido inicial, una vez unido a la proteína, sufrirá moc .tin- 
ciones posteriores (Fig. 8.31). Tres residuos de glucosa y uno de mañosa soit 
eliminados mientras la pro teína se encuentra en el retículo endoplásmsa» 
Como se estudia en el Capítulo 10, estas modificaciones juegan un papt i oÉI 
tico en e! pleg amiento proteico. Posteriormente las glicoproteínas pasara- a 
aparato de Golgi donde sufrirán modificaciones adicionales. Estas medica- 
ciones incluyen tanto la eliminación como la adición de distintos re^iámm 
de monosaeáridos a medida que la glicoproteína es transportada por ios 
tintos compartimentos dd Golgi. Los N-oHgosacáridos de diferentes e 
proteínas son procesados de distinta manera dependiendo de las enz^mtm 
presentes en los distintos tipos celulares y de la accesibilidad del oligosa* 
rido a las enzimas que catalizan su modificación* A tas glicoproteína^ 
oligosacáridos inaccesibles no se les añade nuevos monosaeáridos en e G*- 
gí. Por el contrarío, las glicoproteínas cuyos oligosacáridos son más .¡sa- 
bles a las enzimas son modificadas en mayor grado, originando una 
variedad de oligosacáridos complejos. 

Los O-oligosacáridos se añaden a las proteínas en eJ aparato de Golf A 
diferencia de los ligados a N f los O-oligosacáridos se forman por la : ú m 
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-igura a. 31 Procesamiento de oligosacárídas con 
enlaces AL Diversos oligosacárídos se forman a partir de 
•r .edificaciones posteriores de la unidad común de 14 
azucares inicialmente añadida en el retículo endoplásmico. 
La gllcoproteína se transfiere a continuación al aparato de 
Golgi donde se eliminan residuos de mañosa y se añaden 
otros azúcares. La estructura mostrada es un ejemplo 
representa tivo. 


0 Mañosa 

0 W-acetilgiucosamina 
9 Glucosa 
$ Galactosa 
^ Mucosa 
@ Ácido siálico 


de un único azúcar compuesto por pocos residuos de monosacárido 
Fig. 832). Muchas proteínas citosólicas y nucleares, incluyendo una 
gran variedad de factores de transcripción, también se modifican por 
h adición de residuos únicos de N-acetüglucosarriina formando O-glí- 
joproteínas, proceso catalizado por un sistema enzima tico diferente. 
La glicosil ación de estas proteínas citoplásmicas y nucleares se cree 
que juega un papel en la regulación de sus actividades, aunque Las 
consecuencias de ia O-giieosilación siguen sin comprenderse por 
completo. 

Anclaje de lípidos 

Algunas proteínas en las células eucariotas se modifican mediante el 
anclaje de moléculas lipídícas a la cadena polipeptídica. Estas modifi- 
caciones con frecuencia marcan y andan estas proteínas a la membra- 
na plasmática, siendo el lípido por su naturaleza hidrofóbica et que se 
inserta en la membrana (véase Fig. 2,25), En las proteínas ancladas a la 
cara cítosolica de Ja membrana de las células eucariotas son comunes 
tres tipos de modificaciones por adición de Jipidos — N-miristoiladón, 
premiación y pal mí to ilación — . Un cuarto tipo de modificación, la adi- 
ción de glicolípidos, tiene un papel importante en el anclaje de algunas 
proteínas a la cara extracelular ¿e la membrana plasmática. 

En algunas proteínas, un ácido graso se une al extremo airüno ter- 
minal de la cadena en crecimiento durante la traducción. En este pro- 



Eliminación de tres 
residuos de glucosa 


Aparato 
de Golgi 


Eliminación 
de residuos 
de mañosa y adición 
de otros azúcares 


ceso, llamado N-miristoílación, el ácido miristico (un ácido graso de 
14 átomos de carbono) se une a un residuo N-terminal de glicina (Fig. 
8.33), La glicina es con frecuencia el segundo aminoácido incorporado 
a la cadena polipeptídica durante la traducción; el residuo iniciador 
de me ti onina es eliminado por proteólisis antes de la adición del áci- 



@ Galactosa 
O Ácido siálico 


Figura 8.32 Ejemplos de 
Q-oligosacáridos. Los oligosacárídos 
ligados a O normalmente están formados 
por pocos residuos de monosacárido, 
que se añaden uno a uno. 
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Figura 8.33 Adición de un ácido 
graso mediante M-miristoilación. 

La metí onina inicial es eliminada, 
dejando la glicina siguiente en el 
extremo amino terminal de la cadena 
polipeptídíca. El ácido mirística (un 


do graso. Muchas proteínas que son modificadas por jV-miristoilación están 
asociadas a la cara interna de la membrana plasmática; el papel del ácido 
graso en esta asociación se conoce a partir de experimentos que utilizan 
proteínas motadas en las que la glicina Ni -terminal es sustituida por alani- 
na. Esta sustitución impide la unión del ácido mirístico y bloquea la fundón 
de la protema motada impidiendo su anclaje a ia membrana. 

Los lípidos también se pueden anclar a las cadenas laterales de los ami- 
noácidos cisterna, serbia y treonina. Un ejemplo importante de este tipo de 
modificación es la premiación, en la que un tipo específico de lípidos (gru- 
pos premio) se anclan a átomos de azufre de las cadenas laterales de los re- 
siduos de cisterna localizados cerca del extremo carboxilo terminal de la ca- 
dena polipeptídíca (Fig, 834). Muchas proteínas asociadas a la membrana 
plasmática que participan en el control de! crecimiento y diferenciación ce- 
lulares son modificadas por esta vía, incluyendo la proteínas del encoger 
ras, que son responsables del crecimiento celular incontrolado de muchos 
tumores humanos (véase Cap. 18). La premiación de estas proteínas ocurre 


ácido graso de 14 átomos de carbono) 
es añadido posteriormente. 
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Figura 834 Premiación de una dsteina en el 
extremo carboxilo terminal E] tipo de premiación 
mostrada en el dibujo ocurre en proteínas 
codificadas por el encogen ras y en proteínas 
de la envuelta nuclear (láminas nucleares). Estas 
proteínas terminan en un residuo de cisterna 
seguida de dos aminoácidos alifátícos (A) y otro 
aminoácido designado con la letra X, en el 
extremo carboxilo terminal. La primera etapa 
de la modificación es la adición de un grupo 
famesilo, compuesto por 15 átomos de carbono, 
a la cadena lateral de la cisterna (farnesilación). 

En segundo tugar, ocurre la eliminación proteolítica 
de los tres aminoácidos que siguen 
a la cisterna, y, finalmente, la mediación de esta 
que ahora se encuentra en el extremo carboxilo 
terminal. 



I 



CXXOOOO^ 


Metitarión 
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CCCOO^OOOC 



Figura 8,35 Pa \ mito ilación. 

El palmita to (un ácido graso 
de 1.6 átomos de carbono) es 
añadido a la cadena lateral de 
un residuo interno de cisterna. 


ít it- etapas. Primero, el grupo premio se añade a una cisterna localizada a 
*2 distancia de tres aminoácios del extremo carboxilo terminal de la cade- 
-z r . lipeptídica. Los grupos premio añadidos en esta reacción pueden ser 
^ ramos i Jo (15 carbonos, como se muestra en la Fig, 834) o geranilgeranilo 
1 :arbonos). Los aminoácidos siguientes a la cisterna modificada son eli- 
■ nados, dejando la cisterna en el extremo carboxilo terminal. Finalmente, 
grupo metilo se añade al grupo carboxilo de la cisterna terminal, 

El tercer tipo de modificación por adición de ácidos grasos es la pal mi- 
re ación, en la que el ácido pal mítico (un ácido graso de 16 átomos de car- 
? se une a los átomos de azufre de la cadena lateral de residuos inter- 
r*os de cisterna (Fig, 8.35), Como la jV-miristoilación y la premiación, la 
ra:mitüilación tiene un papel importante en ei anclaje de algunas proteínas 
a a c a ra d tosóli ca d e 1 a m embra na plasma ti ca * 

Finalmente, los lípidos unidos a oligosacáridos (glicolípidos) se añaden 
a os grupos carboxilo terminal de algunas proteínas, sirviendo como ancla- 
e de estas proteínas a la superficie externa de la membrana plasmática. De- 
v io a que los glicolípidos unidos a estas proteínas contienen fosfatidilino- 
sito!, normalmente se llaman «anclas» de glicosilfosfatidilmositol, o GPI, 
Fig. 8.36). Las porciones oligosaeárídas del glicosilfosfatidilinositol se unen 
ú grupo carboxilo terminal de las cadenas poiipeptídicas* El grupo inositol 
del fosfatidílinosítol se une a su vez al oligosacárído, por tanto el grupo car- 
bohidrato actúa como puente entre la parte de proteínas y las cadenas de 
ácidos grasos del fosfolípído. El glicosiliosfatídilinositol se sintetiza y une a 
las proteínas como una unidad en el retículo endoplásmico. Esta adición se 
acompaña de la escisión de un péptido de aproximadamente 20 aminoáci- 
dos del extremo carboxilo terminal de la cadena polipeptídica. La proteína 
modificada será transportada a la superficie celular, donde las cadenas de 
ácidos grasos del ancla de glicosiliosfatid ilinos itol median su unión a la 
membrana plasmática. 


Figura 836 Estructura de un ancla GPL El g I icos ilfosfatidil inositol unido al 
carboxilo terminal, ancla la proteína a la membrana plasmática. Este se une al 
aminoácido en el extremo carboxilo terminal a través de una etanoíamma, que está 
unida a un oligosacárído formado por residuos de mañosa, N-acedlgalactosarmna y 
glucosamina. El oligosacárído se une a su vez al grupo inositol del fosfatid ilínositol 
Los dos ácidos grasos del fosfolípído se insertan dentro déla membrana plasmática. 
El glicGS ilfosfa tid linos í tol del dibujo pertenece a la pro teína Thy-1 de una rata. 
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Regulación de la función de las proteínas 

Una función importante de muchas proteínas es actuar como enzimas, nece- 
sarias para catalizar casi todas las reacciones biológicas. La regulación de b 
actividad enzimática tiene un papel clave en el comportamiento celular* Esto 
se logra, en parte, a nivel de la expresión génica, que determina la cantidad 
de una enzima (proteína) sintetizada en la célula. Un nivel posterior de re- 
guiad ón se consigue mediante el control de la función de las proteínas, la 
cual permite a la célula regular no sólo la cantidad sino también la función 
de sus proteínas. La regulación de las actividades de algunas proteínas im- 
plicadas en la transcripción y traducción ya se ha expuesto en este capítuk 
y en el precedente, y muchos más ejemplos de regulación de la fundón de 
las proteínas en el control del comportamiento celular se expondrán a lo lar- 
gó del desarrollo de este libro. En este apartado se discuten los tres mecanis- 
mos generales por los cuales se regulan las actividades de las proteínas ce- 
lulares. 



Inhibición 

aSostérica 


Figura 8.37 Inhibición feedback. El 

producto final de una ruta bioquímica 
actúa como un inhibidor alostérico de 
la enzima que cataliza la primera 
reacción de la ruta. 


Regulación por pequeñas moléculas 

La mayoría de las enzimas son reguladas por cambios en su conformación 
que provocan modificaciones en su actividad catalítica. En muchos casos es- 
tos cambios de conformación se producen por la unión de pequeñas molé- 
culas, como aminoácidos o nucleótidos, que regulan la actividad enzimáfí-l 
ca. Este tipo de regulaciones normalmente responsable del control de vías 
metabólícas en las que hay mecanismos de inhibición feedback (retro inhibi- 
ción). Por ejemplo, los productos finales de muchas rutas enzimáticas (p - 
aminoácidos) inhiben la enzima que cataliza la primera etapa de su síntesis 
de esta manera se asegura una cantidad adecuada de producto y a su vez s a 
evita su producción en exceso (Fig. 837). La retroinhibición es un ejemplo 
de regulación alostérica en la que una molécula reguladora se une a un sibe* 
de la enzima distinto dd centro activo (do = otro; esférico - sitio). La unión 
de esta molécula reguladora modifica la conformación de la proteína, con % 
cual se produce un cambio en su centro activo, afectando a la actividad en- 
zima tica (véase Fig. 3.8). Muchos factores de transcripción (vistos en el Car 
7) también están regulados por la unión de pequeñas moléculas. Por ejeos 
pío, la unión de lactosa al represor E. coli lac induce un cambio conforma^:- 
nal que impide que el represor se adhiera al ADN (véase Fig. 7.8). En las cé~ 
lulas eucarióticas, las hormonas esteroídeas controlan de forma simila r 
expresión génica uniéndose a proteínas reguladoras de la transcripción. 

La regulación de los factores de traducción como eEF-la por la unión de 
GTP (véase Fíg. 8.13) es un ejemplo de otro mecanismo común de regula- 
ción de la actividad de proteínas intrace luí ares, Er\ este caso, la forma unida 
a GTP es la conformación activa, mientras que en la unida a GDP la proíe - 
na es inactiva. Muchas proteínas celulares también son reguladas por ^ 
unión a GTP o GDP. Un ejemplo son las proteínas codificadas por el ore - 
gén ras, muy estudiadas por su papel en el control de la proliferación cic- 
lar y en los cánceres humanos* Los análisis mediante cristalografía de ray m 
X de estas proteínas revelan diferencias conformadonales sutiles pero mu* 
importantes entre Ja forma inactiva unida a GDP y la forma activa unida m 
GTP (Fig. 8.38). Estas pequeñas diferencias en la conformación de la prote- 
na determinan que la proteína Ras (en la forma activa unida a GTP) puecáj 
interateíonar con su molécula diana, e inducir la división celular La impor- 
tancia de estas diferencias en la conformación de la proteína se muestra er 
el hecho de que mutaciones en los genes ras contribuyen al desarrollo 
aproximadamente el 20% de ios cánceres humanos. Estas mutaciones alte- 
ran la estructura de las proteínas Ras de tal manera que se mantienen inde- 
finidamente en la conformación activa unida a GTP, actuando como una s* - 


Síntesis de proteínas, procesamiento y regulación 


8 



Figura 8.38 Diferencias conforma do na les entre proteínas Ras activas e 
inactivas. Las proteínas Ras alternan entre una forma activa unida a GTP y una 
inactiva unida a GDP* El principal efecto de la unión a GTP frente a la unión a GDP 
es el cambio de conformación de dos regiones de la molécula, designadas regiones 
switch I y swítch EL La parte de la proteína que forma complejo con GTP se 
representa en el dibujo en blanco, y la parte de unión al GDP de switch I y switch II 
sé representan en azul y amarillo, respectivamente. El nucleótído de guanina se 
representa en rojo y el Mg~ : en amarillo. { Cortesía de Sung-Hou Kim, Universidad 
de California, Berkeley.) 


S2l continua para la división celular, y de esta manera promueven un creci- 
fcento incontrolado de las células tumor al es. Por el contrario las proteínas 
Ras normales (no muladas) alternan entre las conformaciones de unión a 
GIF v de unión a GDP, de tal forma que sólo son activas bajo la influencia 
de ciertas hormonas o de factores de crecimiento que se encargan de con- 
trolar la proliferación celular en los organismos pluricelulares. 

Fosforilación de proteínas 

Los ejemplos expuestos en la sección anterior implican uniones no co valen- 
de las proteínas con pequeñas moléculas inhibidoras o activadores. Corno 
lio se forman enlaces envalentes, la unión de estas moléculas reguladoras a la 
proteína es reversible, permitiendo que la célula responda rápidamente a los 
cambios ambientales. Sin embargo, la actividad de muchas proteínas tam- 
bién se regula por modificaciones covaíentes. Un ejemplo de este tipo de re- 
gulación es la activación de algunas enzimas por escisión proteolítica de 
precursores inactivos. Ya se ha mencionado previamente en este capítulo 
que las enzimas digestivas y las proteínas que participan en la coagulación 
sanguínea y la muerte celular programada se regulan por este mecanismo. 
Sin embargo, puesto que la proteólisis es im proceso irreversible, es una vía 
de control de la actividad en zima tica en vez de un mecanismo de activación 
y desactivación de las proteínas en respuesta a cambios ambientales. Por el 
contrario, otras modificaciones envalentes — en concreto la fosforilación- 
son procesos reversibles en el interior de la célula, y su función, al igual que 
la regulación alostériea, es activar o inhibir de manera reversible una gran 
variedad de proteínas celulares en respuesta a señales ambientales. 

La fosforilación de proteínas está catalizada por enzimas proteína qu ina- 
sas o proteín qu inasas, la mayoría de las cuales transfieren un grupo fosfato 
desde el ATP a un grupo hldroxílo de la cadena lateral de un residuo de serte 
na, treonina o tirosina (Fig. 8,39), Las proteínas quinasas son una de las fami- 
lias de proteínas más grandes en eucariotas, constituyendo aproximadamen- 
te el 2% de los genes eucariotas. La mayoría de las proteína quinasas 
fosforilan la serina y la treonina o la tirosina: estas enzimas se llaman proteí- 
na-serinaytreonína quinasas o proteína-tirosina quinasas, respectivamente. 
La fosforilación de las proteínas se revierte por las enzimas proteína f osí a ta- 
sas o proteín fosfatabas, que catalizan la hidrólisis de un grupo fosfato de un 
aminoácido fosforilado. Como las proteín a quinasas, la mayoría de las pro- 
teína fosfatases son específicas de serina y treonina o de tirosina, aunque al- 
gunas proteína fosfa tasas reconocen cualquiera de los tres fosfoamin oácidos. 
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Figura 8.39 Protema quinasas y 
f o sf atasas. Las protema quinasas 
catalizan la transferencia de un grupo 
fosfato desde el ATP a la cadena lateral 
de la ser ¡na y treonina (proteína 
senna/treomna quinasas) o de Ja 
tirosina (proteína-tirosina quinasas). 
Las proteína fosfatasas catalizan la 
eliminación mediante hidrólisis de los 
grupos fosfato de estos mismos 
aminoácidos* 
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La acción combinada de la quinasas y las fosfatasas media la f oslen!*- 
don reversible de muchas proteínas celulares. Con frecuencia las proteo* 
quinasas participan en vías de transducción de señales en las que una - jk 
nasa fosforila una segunda quinasa que puede actuar a su vez sobre 
quinasa. La acción secuencial de varias proteína quinasas puede transas#^ 
una señal recibida en la superficie celular a una proteína diana en el mréntír 
de la célula, cuyo efecto final son cambios en el comportamiento celular m. 
respuesta a estímulos ambientales. 

El modelo de La acción de las proteína quinasas proviene de Los estudia* 
realizados por Ed Fischer y Ed Krebs en 1955 sobre el metabolismo del sM* 
cógeno. En las células musculares la hormona epinefrina (adrenalina re - 
voca la degradación del glucógeno a glucosa- 1-fosfaio, proporción ¿ría 
energía para la contracción muscular. La giucogenólisis está catalizada rcr 
la glucógeno fosforilasa, que está reguiada por una proteína quinasa ?ig_ 
8.40), La epinefrina se une a su receptor en la superficie de la célula 
cadenando la conversión de ATP en AMP cíclico ( AMPc), el cual se une * 
activa a una proteína quinasa, llamada proteína quinasa dependiente 
AMPc. Esta quinasa fosforita y activa una segunda proteína quinasa ámm 
minada fosforilasa quinasa. La fosforilasa quinasa fosforila y acti va la enñ- 
ma glucógeno fosforilasa que conduce a la producción de glucosa La 
fosforilaciones encadenadas que activan a la fosforilasa quinasa primer n 
la glucógeno fosforilasa después, pueden ser revertidas por enzimas fosápí 
tasas específicas, de tai manera que la eliminación del estímulo inicial efji* 
nefrina) inhibe la degradación del glucógeno. 

La vía de señalización que provoca la activación de la glucógeno fostafl 
lasa se comienza por regulación alostérica debida a la unión de molécultaÉ 
pequeñas a sus dianas “la epinefrina se une a su receptor y el AMPc >e imm 
a la proteína quinasa dependiente de AMPc — . La señal entonces se ir» 
mi te a las dianas intr a celulares mediante la acción secuencial de las rr^ -ta- 
na quinasas. Rutas similares, en Las que participan enzimas quinasas v ros- 
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tea -a- están implicadas en la regulación de casi todos los aspectos del 
fcrportamiento en las células eucariotas (véanse Caps, 15 y 16). Las altera- 
■coes de estas vías, relacionadas con alteraciones de proteína-tirosina qui- 
ten, también son responsables de muchas enfermedades asociadas con 
wr^ regulación inadecuada del crecimiento y diferenciación celular, en par- 
Bailar con el desarrollo del cáncer. En efecto, la primera proteína-tirosina 
se descubrió en 1980 en trabajos sobre proteínas oncogénicas de vi- 
minórales animales —en concreto, el virus del sarcoma de Rous — por 
íony Himter y Bartholomew Sefton, En otros estudios posteriores se vincu- 
■irn diversas anomalías en las proteína-tirosina quinasas con el desarrollo 
éz muchos tipos de cáncer en el ser humano y algunas pequeñas moléculas 
r,“ibí doras de estas enzimas representan algunos de los fármacos en desa- 
se lio más prometedores frente al cáncer. 

Pese a que la fosforilación es el tipo más frecuente y mejor estudiado de 
^ ,diíicación covalente que regula la actividad proteica, otros tipos de mo- 
delaciones proteicas también juegan papeles importantes. Éstas incluyen 
mediación y acetilación de residuos de Usina y arginína (vistos en el 
Cap 7), además de la adición de grupos NO a la cadena lateral de residuos 
ce asteína (nitrosiladón) — la adición de grupos NO a las cadenas laterales 
i t s residuos de ris teína (Fig, 8.41) — Como se indicó anteriormente en 
capítulo la glicosílaeión en O de las proteínas nucleares y citosólicas 
también puede jugar un papel regulador. Adicionalmente, algunas proteí- 
ms están reguladas por la unión covalente de pequeños polipéptidos como 
Ks ubi quitina y SUMO, estudiadas en la siguiente sección de este capítulo. 

i nteracciones proteína-proteína 

Muchas proteínas están formadas por múltiples subunídades, cada una de 
las cuales es una cadena polipeptídica independiente. En algunas proteínas 
as subunidades son idénticas; en otras proteínas las subunídades son dos o 
rr ás polipéptidos distintos. En cualquier caso la interacción entre los distin- 
: á polipéptidos es fundamental en la regulación de la actividad de la pro- 
rema. La importancia de estas interacciones es evidente en muchas enzimas 
stéricas, como la aspar tato transcarbamilasa, en la que la unión de una 
molécula reguladora altera la conformación de la proteína por cambios en 
las interacciones entre las subunídades. 

Muchas enzimas también están reguladas por interacciones proteína- 
proteína* Un buen ejemplo es la proteína quinasa dependiente de AMPc, 
constituida por dos subunidades reguladoras y dos catalíticas (Fig. 8,42), En 
esta conformación la proteína está inactiva; las suburüdades reguladoras in- 
hiben la actividad enzimática de las subunidades catalíticas. La enzima se 
activa por la unión del AMPc, el cual se une a las sub unidades reguladoras 
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Figura 8.40 Regulación de la 
degradación del glucógeno por 
fosforilación de las proteínas. 

La unión de epinefrína (adrenalina) 
a receptores de la superficie celular 
provoca la producción de AMP cíclico 
(AMPc), que activa una proteína 
quinasa dependiente de AMPc. Esta 
enzima fosforita y activa la fosíorilasa 
quinasa que, a su vez, fosforila y activa 
la glucógeno fosforiksa, La glucógeno 
fosíorilasa cataliza la degradación del 
glucógeno a glucosa- 1 -fosfato. 


Figura B.41 Nitrosilación. El óxido 
nítrico (NO) puede reaccionar con la 
cadena lateral de los residuos de cisterna. 
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El descubrimiento de las proteína-tirosina quinases 


Transformtng Cene Product of Rous Sarcoma Virus 
Phosphory lates Tyrosíne 

Tony H linter y Bartholomew M, Sefton 

The Salk Institute, San Diego , CA 

Proceedings ofthe National Aanleniy of Science , USA, 1980, 
Volumen 77, págs. 1311-1315 


Contexto 

Tras su aislamiento en 1911, el virus del 
sarcoma de Rous (V5R) se convirtió en 
el primer virus conocido que producía 
tumores en animales (véase el recuadro 
de Medicina Molecular del Cap. 1). El 
VST se convirtió en un modelo atractivo 
de estudio del desarrollo tumora! 
debido a algunas de sus características. 
En particular, se creía que el pequeño 
tamaño del geno m a del virus permitiría 
identificar genes víricos específicos 
implicados en la inducción de los 
procesos proliferativos anómalos que 
distinguen a las células tu mora les, Este 
objetivo se hizo realidad en los años 70 
cuando se determinó que la inducción 
del desarrollo turne ral requería un solo 
gen dd VSR (denominado $rc por 
sarcoma). Cabe destacar la 
identificación de un gen $rc 
estrechamente relacionado con el 
anterior en el germina normal de di versos 
vertebrados, como el ser humano. La 
pro teína vírica Src dirige la proliferación 
incontrolada de las células tu morales. 


reacciones de fosforilación de 
residuos de serina o treonina, los 
tínicos los í camino á cid o s identifica- 
dos en las células animales. Sin embargo, 
Walter Eckhardt y Tony Hunter habían 
publicado en 197 9 que la proteína 
ontogénica de otro virus tumora! animal 
(polioma virus) se fosforílaba en un 
residuo de tirosina. Por dlo r Hunter y 
Sefton investigaron la posible 
fosforilación de residuos de tirosina por 
acción de Src, en lugar de residuos de 
serina /treonina, en sus sustratos 
proteicos, A través de sus experimentos, 
estos autores lograron demostrar que 
Src funciona realmente como una 
proteína-tirosina qu inasa, una actividad 
que actualmente se considera clave en 
las vías de señalización celular, 

Experimentos 

Hunter y Sefton identificaron el 
aminoácido fosforita d O por Src 
mediante la incubación de 
inm un oprecipitados de Src con ATI 1 
marcado con 3: P. En esta prueba, el 
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nuevos experimentos in i litro en los que 
demostraron la presencia de 
fosfotirosina en proteínas derivadas de 
células completas. En las células 
normales, la fosfotirosina tan solo 
representaba alrededor del 0,03% del 
conjunto total de fosfoaminoácidos 
(el resto correspondía a fosfoserina y 
fosfotreonina). lo que permite entender 
por qué no se había detectado 
anteriormente. Sin embargo, la 
fosfotirosina era unas 1 0 veces más 
abundante en las células infectadas por 
el VSR, lo que señalaba que la capacidad 
de inducción de la proliferación celular 
anómala del virus podía atribuirse al 
aumento de la actividad prole í na -drosina 
quinas-a de la proteína vírica Src. 


Tyr(P) 


por lo que se supuso que la comprensión 
de su función aportaría datos muy 
importantes sobre el sustrato molecular 
de la inducción del cáncer y la regulación 
de 3a proliferación celular norma L 

En 1977, Rav Ericsson y cois, 
identificaron a la proteína Src a través 
de una técnica de inmunopreripitadón 
(véase Fig. 430) con antisuero de 
animales portadores de tumores 
inducidos por el VSR. Poco después, se 
descubrió que la incubación de los 
inmunoprecipi lados de Src con ATP 
radioactivo se traducía en la fosforilación 
de las moléculas de inmunogiobuJinas. 
Por consiguiente, Src parecía actuar 
como una proteína quina sa, de modo 
que la fosforilación de proteínas estaría 
implicada, sin lugar a dudas, en el 
control de la proliferación celular. 

Todas las proteinñ quinabas descritas 
hasta eso momento llevaba a cabo 


aminoácido fosforíiado por Src en la 
proteína sustrato [en este caso, una 
inmunoglobulma) incorporaba el 
isótopo radioactivo. A continuación, se 
aislaba e hidroiizaba la 
inmunoglobulma para liberar las 
moléculas de aminoácido que se 
analizaban por métodos electraf créticos 
y eromatográficos para separar 
fosfotirosina, fosfoserina y fosfotreonina 
(véase figura). El aminoácido 
radioactivo detectado en estos 
experimentos era fosfotirosina, lo que 
demostraba que Src llevaba a cabo una 
fosforilación específica de residuos de 
tirosina. 

En otros experimentos se comprobó 
que la proteina Src de células normales, 
además de la de origen vírico, actuaba 
como proteína-tirosina qu inasa en las 
pruebas de inmunoprecipitación. 
Además, Hunter y Sefton realizaron 


Thr(P) 

^ Ser(P) 

t 

Iiícntificítciaii de fosfotirosina rn irtniunúgía- 
biilinas fosforilúdas por Src. Se incubó un 
inmunóprecipítado que contenía Src del \ SR 
con ATI 1 marcado cotí ‘P Se aislaron e 
híctroli ¡taran las innrotioglobulmas. Los 
aminoácidos presentes en el hidrolisadn se 
separa ron por electroforesis y cromatografía 
en una delgada placa de celulosa. Se 
detcmvinaitm las posiciones de los aminoáci- 
dos marcados con J ‘P mediante la exposición 
de la placa a rayos X. I líneas discontinua- 
indican las pos ¡dones de los aminoácidos tm 
marcados que se incluyeron como mamadores 
Obsérvese que el principal aminoácido 
marcado con ’T es la fosfotirosina. 
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EXPERIMENTO CLAVE 


Influencia 

El descubrimiento de la actividad 
p torna - tiro s ma quinas! de Src supuso 
k identificación de una nueva actividad 
de proteína qu inasa y la violación de 
esta actividad con el control de la 
proliferación celular, Tras la publicación 
de los hallazgos de Hunter y Sefton, se 
demostró que muchas otras proteínas 
de origen vírico funcionaban como 
proteína-tirosina quinasas, lo que 
permitió establecer una relación general 


entre la fosforilación de residuos de 
tirosína con la proliferación anómala de 
las células tumo rales. Por otra parte, se 
han logrado identificar numerosas 
pro teína -tirosína quina sa 5 que 
intervienen en diversas vías de 
señalización en las células normales en 
un gran numero de estudios realizados 
a raíz de estos descubrimientos. En 
algunos trabajos centrados en el 
mecanismo a través del cual un virus 
produce canceren el polio se identificó 


una actividad enzima tica hasta entonces 
desconocida que desempeña una 
fundón clave en las vías de señalización 
que controlan el crecimiento,, la 
supervivencia y la diferenciación de las 
células. Por otra parte, como se comenta 
en el Capítulo 18, las pro teína- tirosína 
quinabas codificadas por oncogenes se 
han convertido en las dianas más 
p cometedoras hasta ahora para el 
desarrollo de fármacos específicos que 
actuarían frente a las células tu morales. 


provocando un cambio conformación al que conduce a la disociación del 
icsri piejo; las sublimidades catalíticas libres son proteína quinasas enzi ma ti - 
camente activas. Por tanto el AMPc actúa como un regulador alostérico al- 
terando las interacciones proteína-pro teína. Como se estudia en capítulos 
paces nos, interacciones proteína- proteína similares, que pueden en sí mis- 
ra? estar reguladas mediante la unión de pequeñas moléculas y medíante 
fcsforíbción, juegan papeles críticos en el control de diversos aspectos del 
«csnportamiento celular. 

Degradación de proteínas 

La cantidad de proteínas en La célula está regulada no sólo por su tasa de 
is sino también por su tasa de degradación. La vida media de las pro- 
tenas celulares es muy variable, desde pocos minutos a varios días, y las di- 
ferencias en la tasa de degradación de proteínas es un aspecto importante 
«r regulación celular. Muchas proteínas que son degradadas rápidamen- 
te actúan como moléculas reguladoras, como por ejemplo los factores de 
transcripción. El rápido reciclaje de estas proteínas es necesario para que 
~ - niveles se ajusten rápidamente en respuesta a los estímulos externos. 
C^ras proteínas se degradan en respuesta a señales específica s, siendo otro 
satanismo de regulación de la actividad enzimática intracelular. Además, 
tes proteínas defectuosas o dañadas son reconocidas y rápidamente degra- 
dadas en el interior de la célula, por lo que se eliminan las consecuencias de 
te errores producidos durante la síntesis de proteínas. En células eucarío- 
te ?on dos las rutas principales que se encargan de la degradación de pro- 
tedas la vía de la ubiquitina-proteasoma y la proteólisis tisosómica, 

• a de la ubiquitina-proteasoma 

La ruta principal de la degradación selectiva de proteínas en células euca- 
lio tas usa la ubi quitina como un marcador de proteínas dtosólieas y nucle- 
ares para una rápida proteólisis (Fig. 8.43). La ubi quitina es un polipéptido 
temado por 76 aminoácidos altamente conservado en las células eucariotas 
(levaduras, animales y plantas). Las proteínas quedan marcadas para su de- 
gradación mediante la unión de la ubiquitina al grupo a mino de La cadena 


z í jra 8,42 Regulación de la proteína quínasa dependiente de AMPc. En el 

estado inactivo, la enzima consta de dos subunídades reguladoras (R) y dos 
subunídades catalíticas fC). El AMF cíclico se une a las subunídades reguladoras e 
«doce un cambio conformacional que provoca su disociación de las subunídades 
catalíticas. Las subunidades catalíticas libres son enzima tica mente activas. 





Activa 
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Figura 8.43 Via de la ubiquitina- 
p rotease m a. Las proteínas son 
m Encadas para una rápida degradación 
mediante la unión envalente de varias 
moléculas de ubiquitina. La 
ubiquitina, primero, se activa por la 
enzima El, La ubiquitina activada se 
transfiere a una de las distintas 
enzimas conjugantes de Ja ubiquitina 
(E2), En la mayoría de los casos, la 
ubiquitina se transfiere posteriormente 
a la ubiquitina ligasa (E3J y luego a 
una protema diana específica. Más 
moléculas de ubiquitina se añaden 
posteriormente y la proteína 
poliubi quitina da es degradada por un 
complejo con actividad proteasa 
(prate asoma). 


Animación web 
de ubiquitma-proieasoma 

La célula eueariótica marca 
mediante la ubíquitinadón de las 
proteínas para su degradación 
rápida por acción de un complejo 
de proteasas 



■ La vía ubíquitina-proteasoma es 
responsable de la degradación de 
varías proteínas reguladoras 
importantes, incluyendo proteínas 
que controlan la proliferación 
celular y la supervivencia celular. 
Puesto que el crecimiento de las 
células cancerosas depende de la 
destrucción de estas proteínas 
reguladoras, el proteasoma se ha 
convertido en la diana de 
medicamentos anticancerosos. El 
Bortezomib fue el primer inhibidor 
del proteasoma aprobado para el 
tratamiento de un cáncer humano, 
el mieloma múltiple. 



Ubiquitina © 


Proteína 

diana 


| Poliubiquitinacior 



lateral de un residuo de lisina. Moléculas de ubiquitina adicionales se aña- 
den posteriormente para formar una cadena de varias ubiquitinas. Esta* 
proteínas poliubiqu i tinadas son reconocidas y degradadas por un gran 
complejo con múltiples subunidades y con actividad proteasa llamado pre- 
teasoma. En este proceso la ut>iquitina se libera, de tal manera que piteo 
reutilizarse para otro ciclo de degradación de proteínas. Es de destacar que 
tanto la unión de la ubiquitina como la degradación de Las proteínas marca- 
das requieren energía en forma de ATP. 

Debido a que la unión de la ubiquitina marca las proteínas para una in- 
mediata degradación, la estabilidad de muchas proteínas se determina p ? 
su capacidad para ubiquitinarse, L,a ubiquitínación es un proceso que ocurrí 
en varías etapas. En primer lugar, la ubiquitina es activada por la unión a 
una enzima activadora de ubiquitina, EL La ubiquitina posteriormente 
transfiere a una segunda enzima denominada enzima conjugante de la ubi- 
quitina (E2). A continuación, la ubiquitina se transfiere a la protema diana 
por acción de una tercera enzima, denominada ubiquitina ligasa o E3, que es 
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Kspansable del reconocimiento selectivo de las proteínas sustrato apropia- 
da La mayoría de las células contienen un único tipo de enzima El, pero 
I tr-f- varios tipos de E2 y varias familias de enzimas E3. Distintos irtiem- 
hr - de la familia de enzimas E3 reconocen distintos sustratos de proteínas, 
* es i especificidad de estas enzimas lo que marca selectivamente las prote- 
x celulares para la degradación por el complejo ubiqultina-proteasoma. 

_ n gran número de proteínas que controlan procesos celulares funda- 
vemales, como La expresión génica y la proliferación celular, son dianas 
pn los procesos de ubiquitinacíon y proteólisis. Un ejemplo interesante de 
«a degradación controlada lo proporcionan las proteínas {conocidas como 
n-n.rzH que regulan La progresión a través del ciclo celular de las células 
«cariotas (Fig. 8.44), La entrada en mitosis de las células encamotas está 
a r 'Telada en parte por la ciclina B, que es una subunidad reguladora de 
cí pro teína quinasa llamada Cdkl (véase Cap. 16). La asociación de la ci- 
dma 8 con la enzima Cdkl es necesaria para la activación de la quinasa 
Cdkl , que inicia los procesos que ocurren en la mitosis (incluyendo la con - 
Sensación de los cromosomas y el desensamblaje de la envoltura nuclear) 
mediante la fosforilación de varias proteínas celulares. La Cdkl también ao 
tr un sistema de proteólisis mediada por ubiquitina que degrada la deli- 
ra B cerca del final de la mitosis. La degradación de la ciclina B inactiva a 
Cdkl, permitiendo que la célula salga de la mitosis y entre en La interfase 



Complejo ciclina 

B-Cdkl 

activo 


(3 Ubiquitina 


Degradación 
de ciclina B 


Cdkl 

inactiva 


Figura 8.44 Degradación de la 
«dina durante el ciclo celular La 

progresión de las células eucariotas a 
través del ciclo celular es controlada en 
parte por la síntesis y degradación de 
la ciclina B, una subunidad reguladora 
de la proteína quinasa Cdkl. La 
síntesis de ciclina B durante la 
interfase lleva a la formación de un 
complejo activo ciclina B-Cdkl que 
induce la entrada en mitosis. La 
degradación rápida de la ridína B 
provoca la inactivación de la quinasa 
Cdkl, permitiendo que la célula salga 
de mitosis y entre en la interfase del 
siguiente ciclo celular. 
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del siguiente ciclo celular. La ubiquitinación de la ciclina B es un proceso al- 
tamente selectivo, guiado por una secuencia de nueve aminoácidos en la ci- 
clina B llamada caja de destrucción. Las mutaciones de esta secuencia impi- 
den la proteóiisis de la ciclina B, lo que provoca que la célula se detenga en 
la mitosis. De esta manera se demuestra la importancia de la degradación 
de proteínas en el control de los procesos de la división celular. 

Pese a que la ubiquitinación generalmente dirige las proteínas hacia la 
degradación, la adición de ubiquitina a algunas proteínas puede cumplir 
otras fundones* Por ejemplo, la adición de moléculas sencillas de ubiquitina 
a algunas proteínas interviene en la regulación de la reparación y la trans- 
cripción del ADN y la endocitosís. Asimismo, las proteínas pueden modifi- 
carse por la unión de otras proteínas similares □ la ubiquitina, como SUMO 
(small ubiquitm-relafeá modífier), SUMO y otras proteínas similares a la ubi- 
quitina no marcan a las proteínas para su degradación, sino que actúan 
como marcadores de localización proteica y reguladores de la actividad 
proteica. Muchas de las proteínas modificadas con SUMO son factores de 
transcripción y otras proteínas nucleares que intervienen en el manteni- 
miento de lá estructura de la cromatina y la reparación del ADN. 

Proteóiisis lisosómica 

La otra ruta principal de degradación de proteínas en las células eucaríofas 
supone la entrada de las proteínas a los tisosomas. Los li sosomas son orga- 
nillos rodeados de membrana que contienen una serie de enzimas digestivas, 
incluyendo distintos tipos de proteasas (véase Cap. 10). Los lisosomas tienen 
múltiples fundones en el metabolismo celular, incluyendo la digestión de 
proteínas extracelulares que entran en la célula por endocitosís, asi como el 
reciclaje gradual de orgánulos citoplasma ticos y proteínas citosólicas. 

El que las proteasas y otras enzimas digestivas estén contenidas en el in- 
terior de los lisosomas previene la destrucción incontrolada de los distinto? 
componentes celulares. Por tanto, para que ocurra la proteóiisis lisosómica, 
las proteínas de la célula primero deben entrar en los lisosomas. Un meca- 
nismo de captura de las proteínas celulares, la autofagia, se produce me- 
diante la formación de vesículas (autofagosomas) de tal manera que peque- 
ñas áreas del citoplasma u orgánulos citoplasm áticos se rodean de 
membranas citosólicas (Fíg. 8.45). Estas vesículas se fusionan con los lisoso- 
mas y las enzimas lisosómicas digestivas se encargan de digerir su contení- 


Figura 8.45 Autofagia. Los lisosomas 
contienen vados tipos de enzimas 
digestivas, incluyendo proteasas. Los 
lisosomas capturan las proteínas 
mediante la fusión de éstos con 
vesículas autofagosómicas. Éstas se 
forman al quedar envueltas zonas del 
citoplasma o distintos orgánulos en 
vesículas membranosas originadas en 
las membranas citosólicas. Esta fusión 
origina un fagolisosoma que digiere el 
contenido del autofagosoma. 



Mitocondria 

Cembrana 

citosólica 


Autofagosoma 


Fagolisosoma 
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áo. La captura de la mayoría de las proteínas en los autofagosomas parece 
ser un proceso no selectivo, con lo cual ocasiona una degradación de prote- 
gías citosólicas de vida larga. Sin embargo, algunos orgánulos, como las mi- 
txondrias dañadas, pueden marcarse de forma selectiva para su degrada- 
don autofágica. 

La autofagia está regulada en respuesta a ia disponibilidad de nutrien- 
tes y durante el desarrollo de los organismos multicelulares. La autofagia 
generalmente se activa bajo condiciones de ausencia de nutrientes, permi- 
tiendo a las células degradar proteínas no esenciales y orgánulos para que 
ruedan reutilizarse sus componentes. Además, la autofagia juega un papel 
importante en diversos procesos del desarrollo, como la metamorfosis de 
insectos, que implica una amplia remodelación de los tejidos y degrada- 
ción de componentes celulares. Como se ha abordado en el Capítulo 7, la 
autofagia también desempeña un papel destacado en la muerte celular 
programada y las anomalías relacionadas con la autofagia se han vincula- 
do con diversos trastornos en el ser humano, como enfermedades neuroge- 
nerafivas y cáncer. 


RESUMEN 


TRADUCCIÓN DEL ARNm 

ARN de transferencia: Los ARN de transferencia sirven como adaptado- 
res que alinean los aminoácidos en el molde de ARNm. Las aminoacil 
ARNt sintetasas unen los aminoácidos a los ARNt correspondientes, los 
cuales se unen a los codones del ARNm por com plementariedad de bases, 

Ribosomas: Los ribosomas están formados por dos subunidades, com- 
puestas de proteínas y ARN ribosómicos. El ARNr 23S es el catalizador 
de la formación del enlace peptídico. 

Organización de ios ARNm e iniciación de ía traducción: La traducción 
de los ARNm procariotas y eucariotas se inicia con un residuo de metió- 
nina. En bacterias, los codones de iniciación están precedidos por una se- 
cuencia que alinea el ARNm en los ribosomas con el ARN 165 por apare- 
amiento de pares de bases. En eucariotas, los codones de inciación se 
identifican por el rastreo a partir del extremo 5' del ARNm, que es identi- 
ficado porque tiene una caperuza («cap») de 7-metil guanosina. 

Proceso de traducción : La traducción se inicia por la unión del metionil 
ARNt y el ARNm a la subunidad ribosómica pequeña. La subunidad ri- 
bosómica grande se une al complejo y la cadena poüpeptídka crece has- 
ta que él ribosoma encuentra un codón de terminación en el ARNm. Va- 
rios factores no ribosómicos son necesarios para los procesos de 
iniciación, elongación y terminación tanto en las células procariotas 
como eucariotas. 

Regw/íidbn de la traducción: La traducción de algunas moléculas específi- 
cas de ARNm se puede regular a través de la unión de proteínas represo- 
ras y por micro ARN no codificantes. De igual modo, la poliadeniladón 
controlada del ARNm representa un mecanismo relevante en la regula- 
ción de ía traducción en los estadios iniciales del desarrollo. Por otra par- 
te, la actividad traducdonal general de las células se puede controlar a tra- 
vés de la modificación de los factores de iniciación. 


PALABRAS CLAVE 


ARNt, anticodón, aminoacil 
ARNt sinfefasa 


ribosoma, ARNr 


región 5' no codificante (UTR), 
policistróníco, m o nocis tronico, 
región 3' no codificante 
secuencia Shine-Dalgarno 


factor de iniciación, factor 
de elongación, factor 
de liberación, polisoma 


Interferencia de ARN (iARN) 
ARN de interferencia pequeño 
(ARNsi) 

microARN (ARMmi) 
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PALABRAS CLAVE . 

RESUMEN 

chapetona 

PLEGAMIENTO Y PROCESAMIENTO DE PROTEÍNAS 

Chaperonas y plegamiento de proteínas: Las chaperonas moleculares fa- 
cilitan el plegamiento proteico mediante su unión y estabilización de las 
cadenas polípeptídicas sin plegar o parcialmente plegadas. 

proteína desulfuro Isomerasa 
(PDI), preptidíl prolít 
isomerasa 

Enzimas que catalizan el plegamiento proteico : Al menos dos tipos de 
enzimas, la proteína disulfuro isomerasa y la peptidil proLü isomerasa, 
catalizan el plegamiento de proteínas. 

proteófisis, secuencia señal, 
peptidasa de señal 

Escisión de proteínas: La proteólisis es un mecanismo importante en el 
procesamiento de muchas proteínas. Por ejemplo, las proteínas secreta- 
das y las proteínas incorporadas a la mayoría de los orgánulos son mar- 
cadas para dirigirse a sus destinos mediante secuencias amino terminales 
que son eliminadas por escisión de proteínas cuando las cadenas poli- 
pep tí dicas pasan a través de la membrana. 

glicosüación, glicoproteína, 
dolicol fosfato 

GlicosUación: Muchas proteínas eucariotas, en particular las secretadas 
y las incorporadas a la membrana plasmática, son modificadas por la 
adición de carbohidratos en el retículo endoptásmico y en el aparato de 
Golgi. 

Wm insto ilación, prenilación, 
palmitoílación, glícolípído, 
gl i cosí If osf atidi ti nositol (GPI) 

Unión ile l ¿pidos: Con frecuencia, la unión de lípidos por enlaces cova- 
lentes marca y anda las proteínas a la membrana plasmática. 

regulación alostérica 

REGULACIÓN DE LA FUNCIÓN DE LAS PROTEÍNAS 

Regulación por pequeñas moléculas: Muchas proteínas están reguladas 
por la unión de pequeñas moléculas, como aminoácidos y nucleótidos, 
que inducen cambios en la conformación y actividad de las proteínas. 

proteína quinasa, proteína 
serina/treomna quinasa, 
proteína tirosina quinasa, 
proteína fosfatase, 
nitros! 1 ación. 

Fosforilación de proteínas: La fosforilación reversible controla la activi- 
dad de una gran variedad cié proteínas celulares, y es debida a la acti- 
vidad de proteína quinasa s y fosfata sas. Otras modificaciones, como la 
nitrosüación, también regulan las actividades de algunas proteínas. 

Interacciones proteína-proteína: Las interacciones entre las cadenas poli- 
peptídvcas son importantes en la regulación de las enzimas alostéricas y 
de otras proteínas celulares. 

ubiquitina, proteasoma 

DEGRADACIÓN DE PROTEÍNAS 

Ruta de la útiqui tina -pro tea soma: El principal mecanismo selectivo de 
degradación de proteínas en las células eucariotas utiliza la ubiquitina 
como un marcador que etiqueta las proteínas para una rápida proteólisis 
por el proteasoma. 

lisosoma, autofagia 

Proteólisis Hsosómica: Las proteasas lisosómicas degradan las proteínas 
extracelulares captadas medíante endocitosis y son las responsables de la 
lenta degradación de orgánulos citopl asmáticos y de proteínas Gtpsólkas 
mediante autofagia. Algunas proteínas son marcadas para su degrada- 
ción y desempeñan una función destacada en el desarrollo celular y la 
muerte celular programada. 
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Preguntas 

S* £ cotí contiene 64 codones diferentes en 
— ARNm, 61 de los ai a les codifican ami- 
acáddüs* ¿Cómo pueden sintetizar prote- 
Ti - si sólo poseen 40 ARNt diferentes? 

1 Desea expresar un APNc (ADN com- 
plementario) eucariótico clonado en 
bacterias. ¿Qué tipo de secuencia debe 
añadir para que ese ARNm sea traduci- 
da por los ribosomas procariotas? 

3. Discute las evidencias de que el ARN 
ribosómíco es el principal componente 
grafitico del ríbosoma, 

4. ^Qué efecto tendría un inhibidor de ía 
poüaderriladón sobre la síntesis proteica 
en óvulos fertilizados? 

5. t Qué son las chaperonas? ¿Por qué es 
beneficioso para la síntesis de las proteí- 
nas de choque térmico ser inducidas 
mediante la exposición de las células a 
Temperaturas elevadas? 


Bibliografía 

Traducción de! ARNm 

San, N., F. Níssen, % Hansen, P. B, Moore and 
I. A. Steítz. 2000. The complete atonde 
stnicture of the krge ribosomal subunit aí 
2.4 Á resolution, Science 289; 905-920* fPl 

Bartel, D. P. 2004. MicroRNAs: Genomics, 
biogénesis, mecha nism, and function, Cdí 
116:281-297, [R] 

Beringer, M and M. V, Rodnina. 2007. The rí- 
bosomal peptidyl transferase. Mol Cali 26: 
312-321. [R] 

Bushati, N. and 5. M Cohén. 2007. micro R- 
NA fimctions. Ann. Rev. Cdl Dev. Bioi. 23; 
175-203. IR] 

Cride, F. H. C. 1966. Codon-anticodon patr- 
ing: The wobble hvpothesis. /. Mol. Bioi 
19: 548^555, [Pj 

Gebauer, F, and M. W. üentze. 2004, Molecu- 
lar mechanisms of transía tional control. 
Nature Rer. Mol Celí Bici 5: 327-835. [RJ 

Holciky M. and N. Sonenberg, 2003. Transla- 
tional control in stress and apoptosís. Na- 
lu re Rm CelMúl. Bioi 6: 318-327. [R] 

Hopper, A. K, and É. M. Phizicky. 2003. tRNA 
transiera to the limelight. Genes Der, 
17:162-180. [R] 

fbba, M. and D. Sol]. 2004. Aminoacyl-tR- 
JMAs; Setting the limits of the genetic code, 
Gftm Dev. 28: 732-738. ¡R¡ 

Kloosterman, W. P. and R. H. A. Plasterk. 
2006. The di verse functions of microRN As 
in animal development and disea se. Den. 
Celi 11: 441— í 50. [R] 

Laursen, B. S,, H, P. Sorensen, K, K. 
Mortensen and H* U, Sperlíng-Petersen. 


6. Estás interesado en el estudio de una 
proteína expresada en la superficie de 
ios hepatocitos. ¿Cómo podrías determi- 
nar, tratando estas células con una fosfo 
Hpasa, si estas proteínas son transmem- 
brana o si están unidas a la superficie 
celular mediante el GPI? 

7. ¿Cuál es la evidencia de que la ubiqui- 
tinación y degradación de proteínas es- 
pecíficas por proteosomas requiere 
una secuencia diana específica en la 
proteína? 

8. ¿La ubiquit i nación de una proteína 
siempre señaliza su destrucción por par- 
te del proteosoma? 
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La existencia del núcleo es la característica principal que diferencia las 
células eucariotas de las células procaríotas, Por contener el genoma celular, 
el núcleo sirve de almacén de la información genética y como centro de con* 
trol celular. La replicación del ADN, la transcripción y el procesamiento del 
ARN ocurren en el interior del núcleo, y sólo la última etapa de la expresión 
génica {traducción) tiene lugar en el citoplasma. 

Debido a que la envuelta nuclear separa el genoma del citoplasma, la ex- 
presión génica está regulada por mecanismos exclusivos de los organismos 
eucariotas. Mientras que los ARNm procariotas son traducidos a la vez que 
ocurre la transcripción, los ARNm eucariotas sufren procesos postranscrip- 
dónales antes de ser transportados desde el núcleo al citoplasma. La pre- 
sencia de un núcleo, por tanto, permite que la expresión génica sea regula- 
da por mecanismos postranscripcionales, como el spíicing alternativo. 
Debido a que la envuelta nuclear limita el acceso de las proteínas al material 
genético, proporciona nuevas posibilidades para el control de la expresión 
génica a nivel de la transcripción. Por ejemplo, la expresión de algunos ge- 
nes eucariotas se controla a través de la regulación del transporte de los fac- 
tores de transcripción desde el citoplasma al núcleo —un mecanismo de re- 
gulación transe rípc tonal inexistente en procariotas — . Por tanto, la 
separación entre el genoma y el lugar de la traducción del ARNm desempe- 
ña un papel fundamental en la expresión génica en las células eucariotas. 


Envuelta nuclear y tráfico entre el núcleo 
y el citoplasma 

La envuelta nuclear separa el contenido del núcleo del citoplasma y propor- 
ciona un armazón estructural al núcleo. Las membranas nucleares actúan 
como una barrera selectiva que impide el libre paso de las moléculas entre 
el interior nuclear y el citoplasma, manteniéndolos como dos compartimen- 
tos metabólicamente independientes. Los únicos canales en la envuelta nu- 
clear están representados por los complejos de poro nucleares, que permi- 
ten un intercambio controlado de moléculas entre el núcleo y el citoplasma, 
EL trábe o selectivo de proteínas y ARN a través de los complejos de poro 
nucleares no sólo mantiene la composición interna del núcleo sino que tiene 
un papel clave en la regulación de la expresión génica. 
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Figura 9.1 Envuelta nuclear. 

(A) Micrografía electrónica de un 
núcleo. Las membranas nucleares 
interna y extema se unen en los 
complejos del poro nuclear (flechas). 

(B) La micrografía electrónica muestra 
la continuidad de la membrana 
nuclear externa con el retículo 
endoplásmico. (C) Esquema de la 
envuelta nuclear. La membrana 
nuclear interna está en contacto con i a 
lámina nuclear, que sirve de anclaje 
para la cromatina. (A, David M, 
Phillips/ Photo Researchens, Inc; B, 
cortesía del Dr. Wemer W. Franke, 
Germán Cáncer Research Center, 
Heidelberg.) 


Estructura de la envuelta nuclear 

La envuelta nuclear posee una estructura compleja, constituida por ros 
membranas nucleares, la lámina nuclear en su cara interna y por los ce ca- 
pí ej os de poro nucleares (Fig. 9,1). El núcleo está delimitado por un sister^ 
de dos membranas concéntricas, las membranas nucleares interna y exter- 
na. La membrana nuclear externa se continúa con la membrana del reheui» 
endoplásmico, por lo que hay una comunicación directa entre el espade ;=*- 
termembrana y el lumen del retículo endoplásmico, Además la membr¿"-¿ 
nuclear externa es funciona Imente similar a la del retículo endoplásrr ;cp 
(véase Cap, 10) y también posee ríbosomas adheridos a su superficie : ~ - 
p la sm ática, si bien su composición proteica es ligeramente diferente, ya qae 
es dea en proteínas de membrana que se unen al dtoesqueletó y carece áe 
las proteínas que mantienen la organización cilindrica del RE, Por el conts*- 
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Figura 9.2 Mícrografía electrónica 
que muestra los poros nucleares. 

Se observan muchos poros nucleares 
(flechas) en esta preparación por 
eriofractura de la envuelta nuclear. 
(Don W. Fawcett/ Photo Researchers, 
Inc.) 


ño la membrana nuclear intema tiene proteínas únicas que son específicas 
para el núcleo, como aquellas que unen la matriz nuclear de láminas (estu- 
diada más adelante). 

La función principal de las membranas nucleares es actuar como una ba- 
rbera que separa el contenido del interior nuclear del citoplasma, Como 
tras membranas celulares, la membrana nuclear es una bicapa fosfolipídi- 
ca permeable sólo a pequeñas moléculas apolares (véase Fig, 2.27). Otras 
moléculas son incapaces de difundir a través de esta bicapa fosfolipídica. 
Las membranas interna y externa se unen en los complejos de poro nuclear, 
siendo los únicos canales que permiten el paso de pequeñas moléculas po- 
lares y de macromoléculas a través de la envuelta nuclear (Fig. 9.2). Como 
se estudiará en la sección siguiente, el complejo del poro nuclear es una es- 
“Tdetiira compleja responsable del tráfico selectivo de proteínas y de ARN 
rTítre el núcleo y el citoplasma. 

subyacente a la membrana nuclear interna se localiza la lámina nuclear, 
una red fibrosa que proporciona soporte estructural al núcleo (Fig, 9,3). La 


■ tos eritrocitos (glóbulos rojos) 
en mamíferos carecen de núcleo. 
A medida que se desarrollan a 
partir de células precursoras, el 
núcleo se extruye del eritrocito. 
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Figura 9.3 Mícrografía electrónica 
de la lámina nuclear. La lámina es 
una red de filamentos por debajo de la 
membrana nuclear intema. (De L'. 
Aebi, L. Cohn, L. Buhle v L. Gerace, 
1986. Nature 323i56Ü.) 
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Enfermedades de la lámina nuclear 




Enfermedades 

En 1966, Alan Emery y Frita 
E. DreLfuss describieron una nueva 
distrofia muscular ligada al 
cromosoma X. En estadios tempranos 
de la enfermedad, los codos, cuello y 
talones de los individuos afectados se 
vuelven rígidos, y a menudo se 
produce un bloqueo de la conducción 
en el corazón. Estos síntomas 
aparecen antes de los 10 arios de edad 
e incluyen «andar de puntillas» 
debido a rigidez de los tendones 
de Aquiies, y dificultad para doblar 
los codos. A los 20 anos de edad 
han aparecido problemas cardiacos 
y puede ser necesario un 
marcapasos. Se produce una 
debilidad y degeneración gradual 
de los músculos del hombro 
y brazo superior y de los músculos 
de la pantorrilla, pero esto tiene 
lugar lentamente y a menudo no 
supone un problema hasta tarde 
en la vida. 

Casi 30 años más tarde, los 
investigadores demostraron que 
mutaciones en una nueva proteína 
transmembrana eran responsables de 
esta distrofia muscular ligada al 
cromosoma X de Emery-Dreifuss. 
Denominaron a la proteína emerina, 
en honor a Alan Emery. Foco después, 
varios grupos encontraron que La 
eme riña era una protema localizada 
en la membrana nuclear interna y 


ausente en pacientes con la distrofia 
muscular ligada al cromosoma X de 
Emery- Dreifuss* Esto era inesperado; 
las m u taciones en una pro teína de la 
envuelta nuclear expresada en todas 
las células, aparentemente causaba 
una enfermedad específica de tejido. 
Mientras que todas las células del 
cuerpo carecían de la proteína, la 
patología sólo se producía en el 
músculo. In vestigadores posteriores 
encontraron que la misma distrofia 
también podía heredarse de una 
forma no ligada al sexo. Familias 
con esta distrofia muscular 
de Emery-Dreifuss no ligada al sexo, 
poseían mutaciones en LMNA r el gen 
único que codifica las láminas A y C. 
Así, mutaciones en dos genes, uno 
que codifica una pro teína de la 
membrana nuclear interna y otro que 
codifica una de las principales 
láminas nucleares, causaban una 
distrofia muscular clínicamente 
idéntica. 

Más sorprendente fue que 
investigaciones paralelas sobre 
distintas enfermedades, la 
lipodistrofia parcial de tipo Dunnigan 
y el trastorno de Chareot-Marie^Tooth 
de tipo 2B1, las situó en distintas 
mutaciones del gen LMNA. 
Anteriormente, los médicos 
clasificaban a estas enfermedades 
como distintas basándose en sus 
características clínicas y en su 


herencia. Trabajos recientes 
demuestran que las mutaciones de 
otra proteína de la membrana nuclear 
interna, el receptor para Ja lámina B, 
son la base para la Anomalía de 
Pelger-Huét. 

Bases moleculares y celulares 

La mayoría de los biólogos creían que 
las mutaciones en las láminas 
causarían defectos generalizados 
sobre la arquitectura nuclear y serios 
problemas en células que se dividen 
rápidamente. Sin embargo, sólo se 
producen aberraciones menores de la 
estructura nuclear en estos pacientes. 
Así, el misterio es cómo mutaciones 
en las láminas nucleares o proteínas 
de unión a las láminas, causan 
diferentes enfermedades tejido- 
específicas. La respuesta todavía no 
se conoce pero existen dos hipótesis 
principales. La primera es la hipótesis 
de la «expresión génica». Esta 
defiende que la correc ta interacción 
entre las dos proteínas láminas A y C, 
con la envuelta nuclear es esencial 
para la expresión normal y específica 
de tejido, de ciertos genes. Los genes 
tran scripciona Imente inactivos se 
localizan preferentemente en la 
periferia nuclear, mientras que los 
genes expresados se concentran en el 
centro del núcleo con una 
especificidad dependiente del tipo 
celular. Así, la base de estas 
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(A) Un niño con progéria de Hutehinsan<}i fiord. (B) Diagrama de la estructura intrón-exón 
del gen LMN/l y la proteína la mi nina A, con los dominios globulares indicados en rojo y los 
dominios en forma de bastón en amarillo. En el gen muíante mostrado, el gen posee una de- 
terión de 15<lpb (negro) en d exón 11. (A, cortesía de Maggie Barlett, NHGR1}. 
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enfermedades sería un cambio en la 
expresión génica causada por 
interacciones proteicas defectuosas. 

En la hipótesis del «estrés 
mecánico», se cree que las mutaciones 
en el complejo iáminas-emerina 
debilitan la integridad estructural de 
una red ritoesquel ética integrada. En 
todas las células, la lámina, la 
membrana nuclear in tema y el 
complejo del poro nuclear están 
estrechamente relacionados. Esta 
hipótesis, que funciona mejor para las 
distrofias musculares, sugiere que a 
través de filamentos adheridos al 
complejo del poro nuclear, la lámina 
podría conectarse indirectamente con 
el dtoesqueleto de la célula muscular 

Prevención y tratamiento 

El descubrimiento de que las 
mutaciones en proteínas 


frecuentemente expresadas del 
complejo de la lámina nuclear causan 
diferentes enfermedades hereditarias 
específicas de tejido, ha sido una 
sorpresa y ha modificado la forma en 
que los científicos consideran a la 
envuelta nuclear. Se requiere más 
investigación para conocer si la base 
de las patologías de cada una de estas 
enfermedades es la regulación 
mecánica o la expresión génica. Sin 
embargo, la naturaleza molecular 
conocida de las enfermedades 
simplifica enormemente su 
diagnóstico V hace que su tratamiento 
sea más probable. El desarrollo 
reciente de un modelo de ratón en el 
que el gen UANA está anulado 
representa un primer paso, A medida 
que se desarrollan los embriones, 
muestran síntomas de la distrofia 
muscular de Emery-Dreifuss, 


Finalmente, los investigadores son 
actualmente conscientes de que varias 
enfermedades congénítas de 
desarrollo lento pueden ser nuevos 
miembros de las «lamí ñopa tías» 
nucleares. 
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Lámina nuclear está compuesta de proteínas fibrosas de 60 a SO kilodalton 
jkd) denominadas lamininas junto a algunas proteínas asociadas. Las célu- 
las vegetales poseen una red fibrosa similar integrada por proteínas no rela- 
cionadas. Las lamininas son un tipo de proteínas de los filamentos interme- 
dios; las otras clases se encuentran en el cictoesqueleto (véase Cap. 12). Las 
células de mamíferos poseen tres genes de laminina, denominados A, B y C, 
que codifican al menos siete proteínas diferentes, Al igual que las otras pro- 
teínas de ios filamentos intermedios, las láminas se ensamblan entre ellas 
para formar filamentos (Fig. 9,4), aunque el grado y la polaridad de esta 


Cadena polipeptidíca de lámina 


Figura 9.4 Modelo de ensamblaje 
de las láminas. Las láminas forman 
dímeros en los que las regiones 
centrales en Oí-hélice de dos cadenas 
polipeptídicas se enrollan una sobre 
otra. Un nivel superior de ensamblaje 
sería la asociación cabeza con cola de 
los dímeros para formar polímeros 
lineales y la asociación en paralelo de 
éstos para constituir filamentos. 


Asociación cabeza con cola de ios dímeros 


Polímero 


Filamento 
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Figura 9.5 La lámina nuclear. La 

membrana nuclear interna contiene 
varias proteínas integrales, como la 
emerina y el receptor de laminina B 
(LBR) que interaccionan con las 
laminillas nucleares. Las lamín i ñas y 
proteínas asociadas a 1 amininas 
también interaccionan con la 
croma tina. 



Membrana nuclear 
eterna 

/ 


Membrana nuclear 


Complejo 
del 


asociación se cree que es distinta de la de otros filamentos intermedios. El 
primer nivel de asociación es la interacción entre dos láminas para formar 
un dímero en el que las zonas a-héüce de dos polipéptidos están enrolladas 
una alrededor de otra en una estructura llamada «bobina o espiral enrolla- 
da» [coiled coil). Los dímeros se asocian entre sí dando lugar a los filamentos 
que constituyen la lámina nuclear. 

La asociación entre las láminas y la membrana nuclear interna está facili- 
tada por la adición postraduccional de lípidos — en particular, la premia- 
ción de los residuos de cis teína carboxilo terminales (véase Fig, 8,34) — 
Además, las láminas interaccionan con proteínas de la membrana nuclear 
interna, como la emerina y el receptor de laminina B, mediando su unión a 
la envuelta nuclear v localizando y organizándolas en el interior nuclear 
(Fig. 9.5), La lámina nuclear también se une a la cromatina a través de las 
histonas H2A y H2B además de a otras proteínas cromatínicas. Mientras se 
une directamente al ADN, no está claro si esta interacción es relevante en la 
célula. La la mininas también se extienden formando una red laxa a través 
del interior del núcleo. Muchas proteínas nucleares que funcionan en la sín- 
tesis y transcripción del ADN o en la modificación croma tínica, se unen a 
las lamininas, aunque el significado de estas interacciones sólo comienza a 
comprenderse. 

Complejo del poro nuclear 

Los complejos del poro nuclear son los únicos canales a través de los cua- 
les pueden viajar pequeñas moléculas polares, iones y macromoléculas 
(proteínas y ARN) entre el núcleo y el citoplasma, El complejo del poro nu- 
clear es una estructura muy grande con un diámetro de aproximadamente 
120 nm y un peso molecular estimado de aproximadamente 125 millones de 
daltons — unas 30 veces el tamaño de un ribosoma-^. En los vertebrados, el 
complejo del poro nuclear está compuesto por 30 proteínas distintas. Me- 
diante el control del tráfico de moléculas entre el núcleo y el citoplasma, el 
complejo del poro nuclear tiene un papel fundamental en la fisiología de to- 
das las células encamotas. Las moléculas de ARN que son sintetizadas en el 
núcleo deben ser exportadas de manera eficiente al citoplasma, donde in- 
tervienen en la síntesis de proteínas. Por otro lado, las proteínas necesarias 
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para las funciones nucleares (p. ej., factores de transcripción) deben entrar 
en el núcleo procedentes de los lugares de sin tesis en el citoplasma. Ade- 
más, muchas proteínas sufren un trasiego continuo entre el núcleo y el cito- 
plasma. 

Dependiendo de su tamaño, las moléculas pueden pasar a través deí 
complejo del poro nuclear mediante uno de dos mecanismos diferentes 
¡Fig. 9,6). Las moléculas pequeñas y algunas proteínas con un peso molecu- 
lar inferior a 20-40 kDa pasan libremente a través de la envuelta nuclear en 
ambas direcciones: del citoplasma al núcleo o del núcleo al citoplasma in- 
distintamente. Estas moléculas difunden de manera pasiva a través de los 
canales acuosos abiertos, los cuales tienen un diámetro estimado de aproxi- 
madamente 9 nm, en el interior del complejo del poro nuclear, La mayoría 
de las proteínas y ARN, sin embargo, no son capaces de pasar por estos ca- 
nales abiertos. Estas macromoléculas atraviesan el poro central de unos 
10-40 nm del complejo del poro nuclear medíante un proceso activo, en el 
que las proteínas y los ARN adecuados son reconocidos y transportados se- 
lectivamente en una dirección específica (del núcleo al citoplasma o del ci- 
toplasma al núcleo). 

La visual izadón de los complejos del poro nuclear por microscopía elec- 
trónica revela una estructura con una simetría de octámero organizada alre- 
dedor de un canal central grande (Fig. 9,7), que es la vía que utilizan las pro- 
teínas y los ARN para atravesar la envuelta nuclear. Otros estudios 
estructurales más detallados, incluyendo el análisis de imágenes por orde- 
nador, han permitido construir modelos tridimensionales del complejo del 
poro nuclear (Fig. 9.8). Estos modelos muestran que el complejo del poro 
nuclear está formado por ocho radíos ensamblados alrededor de un canal 
central. Estos radios están unidos a dos anillos, uno en la superficie nuclear 
y otro en la citoplasmática, y esta estructura de radio-anillo está anclada a la 
envuelta nuclear en los sitios de fusión entre las membranas nuclear interna 
y externa. Filamentos de proteínas se extienden desde el anillo citoplasmá- 
tico y nuclear, formándose una estructura característica en forma de cesta 
en el lado nuclear. 

Transporte selectivo de proteínas desde y hacia el núcleo 

Varios millones de macromoléculas pasan selectivamente entre el núcleo y 
el citoplasma cada minuto. El mecanismo del tráfico selectivo a través de la 
envuelta nuclear se encuentra mejor caracterizado en el caso de las proteí- 


Figura 9.7 Microgtafia electrónica 
de los complejos del poro nuclear. 

En esta vista frontal los complejos de. 
poro nuclear parecen estar constituidos 
por ocho subunidades estructurales 
alrededor di? un canal central (Cortesía 
del Dr, Ron Míliigan, The Stripps 
Research lnstitute.) 


■ Muchos virus deben conseguir 
penetrar en el núcleo para 
replicarse. Siguiendo la infección 
de una célula, los retrovirus, como 
el VIH, transcriben inversamente su 
ARN genómíco para sintetizar un 
provirus de ADN en el citoplasma. 
El VIH ha desarrollado mecanismos 
especiales para transportar el ADN 
proviral al núcleo donde puede ser 
transcrito. 


Transporte 

dependiente 

Difusión pasiva de energía 



ARN 


Figura 9.6 Tráfico molecular a través 
de los complejos del poro nuclear. 

Las moléculas pequeñas son capaces 
de atravesar rápidamente los canales 
abiertos del complejo del poro nuclear 
por difusión pasiva. Por el contrano. 
las macromoléculas (proteínas y ARN 
son transportadas por un mecanismo 
selectivo dependientes de energía 
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Figura 9.8 Modelo deí complejo deí 
poro nuclear. El complejo se organiza 
en ocho radios unidos a sendos anillos 
en la cara citoplasma tica y nuclear de 
la envuelta nuclear. Toda la estructura 
radio-anillo se ensambla alrededor de 
un canal central Los filamentos 
citoplasma ricos se extienden desde el 
anillo citoplasma tico, y los filamentos 
que forman la estructura en forma de 
cesta se extienden desde el anillo 
nuclear- 
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EXPERIMENTO CLAVE 


Identificación de las señales de localización nuclear 


Corta secuencia de aminoácidos capaz de especificar 
la localización nuclear 

Daniel Kalderon, Bruce L. Roberto, William D. Rlchardson 
y Alan E. Smith 

National Instituiefor Medical Research, Mili HUI, 

London Ceil, Volumen 39, 1984, págs. 499-509 


Contexto 

El mantenimiento del núcleo como un 
compartimento bioquímicamente 
distinto, requiere un mecanismo que 
permita segregar las proteínas entre el 
núcleo y el citoplasma. Los estudios 
realizados en la década de los 70 
constataron que las moléculas 
pequeñas difundían rápidamente a 
través de la envuelta nuclear, pero 
que la mayoría de las proteínas no 
podían hacerlo. Por esta razón, 
parecía que las proteínas nucleares 
eran reconocidas de manera específica 
e importadas selectivamente al 


núcleo, desde su lugar de síntesis en 
los ribosomas cítoplasmá ticos. 

Los experimentos anteriores 
realizados por Günter Blobel y 
colaboradores demostraron que las 
proteínas son etiquetadas para 
dirigirse al retículo endoplásmico por 
secuencias señal constituidas por un 
grupo corto de aminoácidos (véase 
Cap. 10). En este artículo de 1984, 

Alan Smith y colaboradores 
extendieron este principio para el 
etiquetado de las proteínas destinadas 
al núcleo, identificando una secuencia 
corta de aminoácidos que actúa como 
una señal de localización nuclear. 



Alan Smilh 


Experimentos 

Se utilizó el antigeno T del virus SV4i 
como la proteína modelo para los 
estudios de localización nuclear en 
células animales. El antígeno T es ur^ 
proteína de 94 kDa necesaria para U 
replicación del ADN del SV40- y 
normalmente se localiza en el núcleo 
de las células infectadas por este 
virus. Experimentos anteriores 
realizados en el laboratorio de Alan 
Smith y en el de Janet Butel (Lanío re 




Núcleo 


EXPERIMENTO CLAVE 


«re Butel, 1984, 01137: 801-813), 

77. tiraron que la mutación de la 
t§£-12$ siendo sustituida por treonina 
isparragina impedía la acumulación 
c 1 autígeno T en el núcleo, tanto en 
cthúas de ratón como de mono. En 
-/ de transportarse al núcleo, estos 
vtxgenos T motados permanecían en 
- . citoplasma, lo que sugería que la 
Lv=-128 formaba parte de una señal de 
kxallzación nuclear. Smíth y 
: . . jboradores comprobaron esta 
hipótesis usando dos aproximaciones 
experimentales distintas. 

Primero, determinaron ios efectos de 
\ .irias deleciones sobre la localización 
subcelular del antígeno T. Se observó 
que los antígenos T motados, con 
deledones de las regiones de la cadena 
peptídica comprendidas entre los 
residuos de aminoácidos 1-126 o entre 
el residuo 136 y el extremo carboxilo 
terminal, se acumulaban normalmente 
en el núcleo. Por el contrario, las 
doled ones que afectaban desde el 
aminoácido 127 al 132, provocan la 
retendón de los antígenos T en el 


citoplasma. Así, parecía que la 
secuencia de aminoácidos entre 
el residuo 127 y el 132 era la 
responsable de Ja localización nuclear 
del antígeno T. 

Para determinar si esta secuencia 
de aminoácidos era capaz de dirigir 
otras proteínas al núcleo, los 
investigadores crearon quimeras en 
las cuales la secuencia de 
aminoácidos de! antígeno T se 
fusionó con proteínas que 
normalmente se localizaban en el 
citoplasma. Estos experimentos 
demostraron que la adición de los 
aminoácidos 126 a 132 del antígeno T 
a la p-gaiactosidasa o a la piruvato 
quinasa era suficiente para provocar 
la acumulación de estas proteínas 
citoplasma ticas en el núcleo de la 
célula (véase figura). Por tanto, esta 
corta secuencia de aminoácidos del 
antígeno T del SV4Ü actúa como una 
señal de localización nuclear, que es 
suficiente y necesaria para etiquetar 
las proteínas de tal manera que sean 
transportadas al interior del núcleo. 


Impacto 

Como Smíth y sus colaboradores 
sugirieron en su artículo de 1984, la 
señal de localización nuclear del 
antígeno T del SV4Ü ha resultado 
■tser un prototipo de secuencias 
similares en otras proteínas 
nucleares». Mediante el mareaje de 
las proteínas para su transporte al 
núcleo, estas señales son 
fundamentales para establecer la 
identidad bioquímica del núcleo y 
mantener la división de las células 
eu cariotas en dos compartimentos: 
núcleo y citoplasma. En la actualidad 
se sabe que las señales de localización 
nuclear son reconocidas por 
receptores citoplasma ticos que 
transportan a sus proteínas sustrato 
al complejo del poro nuclear. Aunque 
los mecanismos de transporte a 
través del complejo del poro nuclear 
todavía no se han clarificado, la 
identificación de las señales de 
localización nuclear fue un avance 
fundamental para comprender el 
transporte de proteínas al núcleo. 


Las células fueron microinyectadas 
con ADN de píásmidos que codificaban 
proteínas quiméricas en las que los 
aminoácidos del antígeno T de SV40 se 
habían fusionado a la piruvato quinasa. 

La localiza rión celular de las proteínas de 
fusión se determinó por microscopía de 
fluorescencia. (A) La proteína de fusión 
condene una señal de localización nuclear 
de SV40 intacta (aminoácidos 126 a 132). 
(B) La señal de localización nuclear se 
ha inactiva do por la deledón de los 
aminoácidos 131 y 132. 



ñas que son importadas desde el citoplasma al núcleo. Estas proteínas son 
las responsables de todas las características de la estructura y de la función 
del genoma; incluyen las histonas, las ADN poÜmerasas, las ARN polime- 
rasas, factores de transcripción, factores de splicing y muchas otras Estas 
proteínas se etiquetan para ser destinadas al núcleo con secuencias de ami- 
noácidos específicas, denominadas señales de localización nuclear, que 
son reconocidas por Jos receptores de transporte nuclear y dirigen la trans- 
locación de proteínas a través del complejo del poro nuclear. 

Alan Smíth y colaboradores, en 1984, caracterizaron en detalle la primera 
señal de localización nuclear. Estos investigadores estudiaron el antígeno T 
del virus de simio SV40, una proteína codificada por el virus que inicia la 
replícación del ADN viral en las células infectadas (véase Cap. 6), Como era 
de esperar en una proteína que interviene en la replícación, el antígeno T se 
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Figura 9.9 Señales de localización 
nuclear. La señal de localización 
nuclear del antígeno T es una corta 
secuencia de aminoácidos. Por el 
contrarío, la señal de localización 
nuclear de la nucleopl asinina es una 
secuencia bipartita, formada por una 
secuencia Lys-Arg separada por diez 
aminoácidos de otra secuencia Lys- 
Lys-Lys-Lys. 




Antígeno I 




Nudeoplasmina 


suele localizar en el núcleo. La señal responsable para su localización nu- 
clear se identificó al encontrarse que una mutación en un único residuo de 
Usina impide que el antígeno T se transporte al núcleo, lo que da lugar a su 
acumulación en el citoplasma de la célula infectada. Estudios posteriores 
caracterizaron la señal de localización nuclear del antígeno T como una se- 
cuencia formada por siete aminoácidos: Pro-Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Vai Esta 
secuencia no sólo era necesaria para el transporte nuclear del antígeno T, 
sino que al añadirse a otras proteínas, normalmente citoplasmáticas, causa- 
ba su acumulación en el núcleo. 

Desde entonces se han identificado señales de localización nuclear en 
muchas otras proteínas. La mayoría de estas secuencias, como la del antíge- 
no T, son cortas y ricas en aminoácidos básicos (lisina y arginina). En mu- 
chos otros casos, sin embargo, los aminoácidos que forman la señal de loca- 
lización nuclear están juntos pero no necesariamente contiguos en la 
secuencia. Por ejemplo, la señal de localización nuclear de la nucleoplasmí- 
na (una proteína que participa en el ensamblaje de la croma tina) consta de 
dos partes: una secuencia Lys-Arg separada por diez aminoácidos de otra 
secuencia de cuatro Usinas (Fig. 9.9), Tanto las secuencias Lys-Arg como 
Lys-Lys-Lys-Lys son necesarias para el transporte nuclear, pero los diez 
aminoácidos entre estas secuencias pueden sufrir mutaciones sin afectar al 
transporte nuclear. Debido a que esta secuencia de localización nuclear está 
compuesta por dos elementos separados, se denomina secuencia bipartita. 
Parece ser que motivos bipartitos similares actúan como señales de localiza- 
ción en muchas otras proteínas nucleares, e incluso puede que sean más fre- 
cuentes que la señal de localización nuclear sencilla del antígeno T. Mien- 
tras que muchas señales de localización nuclear consisten en estos residuos 
aminoacídicos básicos, a menudo denominado señal de localización nu- 
clear básica o «clásica » f las secuencias amínoacídicas y estructuras de otras 
señales de localización nuclear varían considerablemente. Algunas son 
muy distantes en la secuencia de aminoácidos y dependen del correcto pie- 
gamiento de la protema para su actividad. 

Los receptores de transporté nuclear conocidos como importinas (debi- 
do a su actividad transportadora de proteínas al núcleo) reconocen las seña- 
les de localización nuclear. El movimiento de ma cromo! éculas a través del 
poro nuclear se controla por una protema denominada Ran. Ran representa 
una de las diversas clases de proteínas de bajo peso molecular que se unen 
a GFT cuya conformación y actividad están reguladas por la unión y la hi- 
drólisis de GTP. Otros ejemplos serían Ras (véase Fig. 8.38), varios factores 
de transcripción que participan en la síntesis de proteínas (véase Fig, 8.13 
Arf y Rab (descritos en el Cap. 10), y Rae, Rho y Cdc42 (véase Cap. 15), En 
el caso de Ran, las enzimas que estimulan la hidrólisis de GTP a GDP se Ir- 
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Figura 9,10 Distribución de Ran/GTP 
a través de la envuelta nuclear. Una 

distribución desigual dé Ran/GTP a 
través de la envuelta nuclear se 
mantiene medíante la localización de 
la proteína activad ora de la Ran- 
GTPasa (Ran GAP) en el citoplasma v 
el factor de intercambio de nudeótidos 
de guanina Ran (Ran GEF) en el 
núcleo. En el citoplasma, RanGAP (que 
se encuentra unida a los filamentos 
citoplásmicos del complejo del poro 
nuclear) estimula la hidrólisis del GIF 
unido a Ran, dando lugar a la 
conversión de Ran/GTP en Ran/GDP. 
En el núcleo, Ran GEF estimula el 
intercambio del GDP unido a Ran por 
GTP, dando lugar a la conversión de 
Ran/GDP en Ran/GTP. Como 
consecuencia, se mantiene una elevada 
concentración de Ran/GTP en el 
núcleo. 


calizan en la cara citoplasma tica de la envuelta nuclear, mientras que las en- 
zimas que estimulan el intercambio de GDP por GTP lo hacen en la cara nu- 
dear (Fig, 9.10). Por tanto, la distribución de Ran /GTP en eí poro nucleares 
desigual y en el compartimento nuclear existe una concentración alta de 
Ran/GTP. Esta elevada concentración de Ran/GTP en el núcleo determina 
la direcdonalidad del transporte nuclear de las proteínas de transporte. 

Ran regula el movimiento a través del poro nuclear controlando la activi- 
dad de los receptores de transporte nuclear. El importe de proteínas a través 
del complejo del poro nuclear comienza cuando una importina específica se 
une a la señal de localización nuclear de una proteína transportadora en el 
citoplasma (Fig. 9.11). Este complejo importina /proteína de transporte se 
une a continuación a proteínas presentes en los filamentos citoplásmicos 
del complejo del poro nuclear, y se produce el transporte mediante la unión 
secuencia! a proteínas específicas del poro nuclear, localizadas cada vez 
más cerca de la cara nuclear del complejo del poro. En este proceso destacan 
las proteínas de nucleoporina portadoras de numerosas repeticiones Phe- 
Gly, conocidas como proteínas FG, que revisten el canal central. En la cara 
nuclear del complejo del poro, el complejo de proteínas de transpor- 
te/ importina se separa por la unión de Ran/GTP. Esto produce un cambio 
conformación al en la importina, que desplaza a la proteína de transporte y 
la libera en el núcleo. 

El complejo importina- Ran /GTP se exporta a continuación a través del 
complejo del poro nuclear. En el citoplasma el GTP es hidrolízado a GDP. 
Esto libera a la importina de modo que puede unirse a una nueva protema 
transportadora en d citoplasma y volver a ser transportada al interior nu- 
clear poT su propio receptor de importe (una proteína denominada NTF2), 
donde el Ran/GTP es regenerado. 

Algunas proteínas permanecen en el interior del núcleo una vez trans- 
portadas desde el citoplasma, pero muchas otras viajan continuamente en- 
tre el núcleo y el citoplasma. Algunas de estas proteínas actúan como trans- 
portadores (carnero) de otras moléculas, como los ARN; otras coordinan las 
fundones nucleares y dtop la smá ticas (p. ej., regulando la actividad de los 
factores de transcripción). Las proteínas se etiquetan para ser exportadas 
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Figura 9.1 1 Importe de proteínas a 
través del complejo del poro nuclear. 

El transporte de una proteína a través 
del complejo del poro nuclear 
comienza cuando su secuencia de 
localización nuclear (NLS) es 
reconocida por un receptor de 
transporte de importina nuclear. El 
complejo mercancía (la proteina con la 
secuencia de localización nuclear) / 
importina se une a las proteínas 
específicas del poro nuclear en sus 
filamentos citoplásmicos. Mediante 
unión secuencial a proteínas del poro 
nuclear más Interiores, el complejo es 
translocado a través del poro nuclear. 
En el lado nuclear del poro, el 
complejo mercancía /importina se 
rompe como consecuencia de la unión 
de Ran/GTPa la importina. El cambio 
de conformación de la importina 
desplaza la proteína mercancía y Jo 
libera en el núcleo. El complejo 
i m por ti na -Ran /GTP se reexporta a 
través del poro nuclear y la proteína 
activado ra de GTPasa (Ran-GAP) 
presente en el citoplasma hidroliza el 
GTP de Ran en GDP, liberando la 
importina . 
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Importación y exportación 
de proteínas a través 
del complejo del poro nuclear 

Las proteínas se dirigen hacia el núcleo 
o salen de él a través de señales 
de lo cal kadón nuclear o señales 
de exportación nuclear, 
respectivamente, que hacen posible 
su reconocimiento pot receptores 
que dirigen su transporte a través 
def complejo del poro nuclear. 




del núcleo mediante una secuencia de aminoácidos específica, llamada 
nal de exportación nuclear. Al igual que las señales de localización niuv.-' 
las señales de exportación nuclear son reconocidas por receptores en el ir te- 
nor del núcleo exportinas, que dirigen el transporte de las proteínas a r-a- 
ves del complejo del poro nuclear al citoplasma, Al igual que las imp ati- 
nas, muchas exportinas pertenecen a una familia de receptores ¿e 
transporte nuclear denominados cario ferinas (Tabla 9.1). 

Las exportinas se unen a Ran, necesaria tanto para la exportación nudear 
como la importación nuclear (Flg. 9,12). Sorprendentemente, sin embargo 
Ran /GTP promueve la formación de complejos estables entre las exp ta- 
nas y las proteínas diana, mientras que disocia los complejos entre las cs- 
por tinas y sus proteínas diana. Este efecto de la unión de Ran /GTP 
las exportinas dirige el movimiento de las proteínas con señales de expira- 
ción nuclear desde el núcleo al citoplasma. Por tanto, las exportinas íorrr-» 
complejos estables con sus proteínas diana v con Ran/GTP en el interior id 
núcleo. Una vez que se ha producido el transporte al lado citosólico de 12 
envuelta nuclear, la hidrólisis de GTP y la liberación de Ran/GDP prov ocm 
la disociación de la proteína diana, que es liberada en el citoplasma. 
portinas se reciclan a través del complejo del poro nuclear para su reuUkzJ 
ción. El mecanismo importina-exportina-Ran/GTP también funciona en m 
células vegetales, aunque no se conoce con detalle. 


Núcleo 


r r , a 3.1 2 Exportación nuclear En el núcleo se forman los complejos entre las Citoplasma 
jBÉemas diana que contienen señales de exportación nuclear (NFS), las exportinas 
t 5-ít GTP. Tras el transporte a través del complejo del poro nuclear, Ran GAP 
w la hidrólisis del GTP unido, dando lugar a Ran/GDP y a la liberación de la 
Sabina diana y de la exportina en el citoplasma. 





: =guiación del transporte de proteínas al núcleo 

E transporte de proteínas al núcleo es un nuevo nivel en el que las activída- 
íes de las proteínas nucleares pueden ser controladas. Los factores de trans- 
mpción sólo son funcionales cuando están presentes en el núcleo, por lo 
ne la regulación de su transporte al núcleo es otra forma de control de la 
e opresión génica* Como se discutirá en el Capítulo 15, el transporte regida- 
i al núcleo de los factores de transcripción y de las proteína quina sas tiene 
un papel importante en el control del comportamiento de las células a tra- 
de un mecanismo de transmisión de señales recibidas en la superviven- 
;;i celular hacia el núcleo. La importancia de la regulación del importe nu- 
clear se demuestra con el descubrimiento de que variaciones en la afinidad 
del receptor de transporte nuclear de tan solo dos proteínas del complejo 
iel poro nuclear, aparentemente contribuyeron a la divergencia evolutiva 
entre Drosophik melanogaster y Drosophiía simulans. 

En uno de los mecanismos de regulación, los factores de transcripción 
u otras proteínas) se asocian con proteínas citoplasmáticas que enmascaran 
las señales de localización nuclear; puesto que ya no se reconocen estas se- 
ñales, las proteínas permanecen en el citoplasma. Un buen ejemplo lo apor- 
ca el factor de transcripción NF-kB, que se activa en respuesta a una varie- 
dad de señales extracelulares en las células de mamíferos (Fig. 9.13). En 
células no estimuladas, NF-kR se encuentra formando un complejo inactivo 
con una pro teína inhibidora (IkB) en el citoplasma* La unión a I-kB parece en- 
mascarar la señal de localización nuclear de NF-kB, y se impide su transporte 
al núcleo. En las células estimuladas, IkB se fosforik y degrada por proteóü- 
sis mediada (véase Fig. 8.43), por ubiquitinas, lo que permite que NF-kB entre 
al interior del núcleo y active la transcripción de sus genes diana. 

El transporte al interior del núcleo de otros factores de transcripción está 
regulado directamente por su fosforilación, más que por la asociación con 
proteínas inhibidoras (véase Fig. 9.13). Por ejemplo, el factor de transcrip- 
ción de levaduras Pho4 se fosforila en un residuo de serina adyacente a su 
señal de localización nuclear. La fosforilación en este punto inhibe que Pho4 
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Tabla 9.1 Carioferinas con sustratos conocidos 


Cari ofe riña 

Sustratos 

Importe 

Dímeio Kapa/Kapp 1 

Proteínas con una señal de focal iza don nuclear 
de aminoácidos básica (p, ej., nucleoplasmina) 

Esnurportina/Kap|i 1 

RNPsn ÍU1, U2, U4, U5) 

Kap|i 1 alone 

Complejos Cdk/ríclina 

Kapp 2 (transportiva) 

Proteínas de unión a ARNm, proteínas ribosúmJcas 

Importina7 / dímero Kapp 1 

Historia Hl, proteínas ribosómicas 

Exporte 

Comí 

Proteínas con una señal de exportación 
rica en leucina, esnurportina, ARNsn 

CAS 

Kapa 

Exportina-t 

ARNt 

Exportina^* 

Factor de elongación 5 A 
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Figura 9.13 Regulación del 
transporte al núcleo de factores de 
transcripción. El factor de 
transcripción NF-icB forma un 
complejo inactivo con IkB, que 
enmascara su secuencia de localización 
nuclear (NL5) y se retiene en el 
citoplasma. En respuesta a una señal 
extracelular adecuada, TxUes 
fosf orilado y degradado por 
proteólisis, permitiendo la entrada de 
NF-kB al núcleo. En cambio, el factor 
de transcripción Pho4 de levadura es 
retenido en el citoplasma debido a la 
fosforilación de una región próxima a 
la secuencia de localización nuclear. La 
desfosforiladón regulada expone la 
NLS y permi te que Pho4 sea 
transportado al núcleo en la etapa 
adecuada del ciclo celular. 
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Figura 9.14 Transporte de un 
complejo ribonudeoproteínko. Las 

células de las glándulas salivares de 
los insectos producen grandes 
complejos ribonudeopmtemicos 
(RNP), formados por 35 a 40 Kiíobases 
de AKN y con un peso molecular total 
aproximado de 30 millones de daltons. 
Esta serie de mi orografías electrónicas 
muestra Ja unión de una RNF a un 
complejo del poro nuclear (Al y el 
despliegue del ARN durante su 
translocación al citoplasma (B-D). (De 
H. Meblin y cois,, 1992. CeU 69:605.) 

(A) (B) 

mit + % 





interfiera con su. importe nuclear. Bajo las condiciones apropiadas, la de fos- 
forilación regulada de este punto activa a Pho4 permitiendo su transloca- 
ción aí núcleo. 

Transporte de ARN 

Mientras que muchas proteínas son transportadas selectivamente desde el 
citoplasma al núcleo, la mayoría de los ARN son exportados desde el núdflc# 
al citoplasma. Puesto que las proteínas se sintetizan en el citoplasma, la sd * 
da de los ARNm, ARNr, ARNt y mícroARN (ARNmí) es un proceso funda- 
mental en la expresión gcnica en las células eucariotas, Al igual que la entra- 
da de las proteínas al núcleo, la salida de los ARN a través de los complejo» 
del poro nuclear es un proceso activo, dependiente de energía, requiriendo 
que los receptores de transporte interaccionen con el complejo del por n&- 
clear. Las ím portinas del tipo cario ferina y las ex por tinas (véase Tabla ü .l| 
transportan la mayoría de ARNt, ARNr, ARNmi y los ARN pequeños nucle- 
ares en un modo dependiente de Ran/GTP. Sin embargo, los ARNm sor. ex- 
portados por un complejo de dos proteínas (el «exportador del ARNm * 
una de las cuales está relacionada con el transportador Ran/GDP, NTKL 
Este transporte de ARNm parece ser independíente de Ean. 

Los ARN son transportados a través de la envuelta nuclear como a » 
piejos ribonucleoproteína (RNF) (Fíg. 9.14). Los ARN ribosómicos se 
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Figura 9.1 5 Transporte de los ARNsn 
entre el núcleo y el citoplasma. Los 

ARN pequeños nucleares son 
exportados primero desde el núcleo al 
citoplasma, por una exportina (Crml) 
que reconoce la caperuza de 
7-metüguanosina del extremo 5\ En 
el citoplasma, los ARNsn se asocian a 
proteínas para generar RNFsn que se 
transportan de nuevo al núcleo. 


;- n en primer lugar con proteínas ribosórrdcas y con proteínas específicas 
del procesamiento de ARN en el nucléolo, y las su b unid a des 6ÜS y 40$ na- 
cientes son entonces transportadas de manera independiente al citoplasma 
(véase Fig. 931) a través de un mecanismo en el que interviene la caríoferi- 
r¡ a Crml . Su exportación del núcleo está mediada por señales de exporte 
nuclear presentes en las proteínas del complejo de la subunidad. Los pre - 
\RNm y ARNm están asociados con un conjunto de ai menos 20 proteínas 
durante su procesamiento en el núcleo y posterior transporte ai citoplasma, 
* que está mediado por el complejo exportador del ARNm, después de su 
reclutamiento al ARNm procesado. Los ARNt precursores de ARNmi son 
exportados del núcleo por la acción de la exportina- 1, y exportinaS, respecti- 
a mente que se une directamente a los ARNt. 

A diferencia de los ARNm, los ARNt y los ARNr, que funcionan en el ci- 
toplasma, muchos ARN pequeños (ARNsn y ARNsn o) intervienen en el nú- 
cleo como componentes de la maquinaría del procesamiento del ARN. Es- 
tos ARN se transportan inicialmente desde el núcleo ai citoplasma, donde 
se asocian con proteínas para formar RNFsn funcionales y entonces regre- 
san al núcleo (Fig. 9.15). Crml y otras proteínas que se unen a las caperuzas 
de 7-metilguanosina del extremo 5' participan en la exportación de los 
ARNsn al compartimento citoplasm ático. Mientras que las secuencias pre- 
sentes en las proteínas RNFsn son las responsables del transporte de los 
RNFsn desde el citoplasma al núcleo. 

Organización interna dei núcleo 

El núcleo es más que un almacén en el que la cromatina, ARN y proteínas 
nucleares pueden moverse libremente en una solución acuosa. Por el con- 
trarío, el núcleo parece tener una estructura interna que organiza el material 
genético y localiza las funciones nucleares. En las células animales una ma- 
triz laxa de lamín inas nucleares se extiende desde la lámina nuclear hacia el 
interior del núcleo. Estas laminillas sirven como puntos de unión para la 
cromatina y organizan otras proteínas en cuerpos nucleares. La cromatina 
en el interior nuclear se organiza en grandes lazos de ADN r y regiones espe- 
cíficas de estos lazos se encuentran unidas a ia matriz de laminilla median- 
te proteínas de unión a laminina presentes en la cromatina. Muchas otras 
proteínas nucleares forman complejos dependientes de laminina, y estos 
complejos forman cuerpos nucleares que poseen papeles en ia reparación 
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Figura 9.!$ Heterocromatina en un 
núcleo interfásico. La eucrarn atina 
está distribuida por todo til núcleo. La 
heterocromattna se indica con los 
triángulos y el nucléolo con la flecha. 
(Cortesía de Ada L. Olios y Don a Id E, 
01ins r Oak Rídge National Laboratory) 



del ADN, la organización de la croma tina, la regulación génica y la tr a re- 
ducción de la señal. Se cree que este papel de la lámina nuclear y las proteí- 
nas lamininas en la localización de la reparación del ADN y la transcripción 
gen tea es la base de la variedad de las enfermedades genéticas relacionad i- 
con la laminlna. 


■ Los protozoos ciliados 
contienen dos tipos de núcleos: 
un macronúcleo poliploide 
que contiene los genes 
transcrip ció nal mente activos, y uno 
o más micro núcleos diploides 
transcripcionalmente inactivos que 
participan en la reproducción 
sexual. 


Cromosomas y estructura de orden superior de la cromatina 

La cromatina se condensa durante la mítosis para formar los cromosomas 
compactos metafíisicos que se distribuirán a los núcleos hijos (véase Fig. 5.151 
Durante la inte ríase, una parte de la cromatina (heterocromatina) permane- 
ce muy condensada y es transcripcionalmente inactiva; el resto de la croma- 
tina (eucrom atina) está descondensa da y distribuida por todo el núcleo 
(Fig. 9.16). Las células contienen dos tipos de heteroeromatina. La helor- 
cromatina constitutiva está formada por secuencias de ADN que nunca se 
transcriben, como las secuencias satélite localizadas en los centrómeros ce 
los cromosomas. La heter ocroma tina facultativa contiene secuencias que no 
se transcriben en la célula observada, pero que si se transcriben en otros fe- 
pos celulares. Por tanto, [a cantidad de heterocromatina facultativa varia 
dependiendo de la actividad transcripciunal de la célula. 

Aunque la cromatina interfásica parece que se distribuye uniformemente 
los cromosomas realmente se disponen de manera organizada y se dividen 
en distintos dominios funcionales que desempeñan un papel fundamenta 
en la regulación de la expresión génica. La distribución no aleatoria de la cro- 
matina dentro del núcleo ínter fásico fue sugerida por primera vez en 1 
por Cari Rabí, que propuso que cada cromosoma ocupaba una zona concre- 
ta, con los cent romeros y los telómeros adheridos a lados opuestos de la en- 
vuelta nuclear (Fig, 9.17), Este modelo básico de organización cromosomLi 
fue confirmado unos 100 anos después (en 1984) mediante estudios detalla- 
dos de los cromosomas polifónicos de las glándulas salivares de Drosophik 
En vez de localizarse al azar, enrollados unos con otros, se encontró que cada 
cromosoma ocupaba un lugar determinado en el interior nuclear (Fig. 9.1S 
Los cromosomas están íntimamente asociados a la envuelta nuclear en mu- 




r '£wra 9.17 Organización cromosómica. Reproducción de irnos bocetos de 
apuK*somas en células de salamandra, (A) Cromosomas completos. (B) Sólo los 
tóomeros (localizados en la membrana nuclear), (De C. Rabí 1885. Aíorp/xo/agistte 
|Ml!i 10: 214.) 


± s puntos. Muchas de estas asociaciones dan lugar a ta represión de la ex- 
presión génica, aunque algunas, como aquellas en Las que intervienen com- 
plejos del poro nuclear, favorecen la transcripción de ciertos genes. 

Cada uno de los cromosomas también ocupa una zona distinta en e3 nú- 
cleo de las células de mamífero (Fíg. 9,19). Los genes que se transcriben ac- 
~ . emente parece que se localizan en la periferia de estas zonas, próximos a 
_r ^ canales que separan los cromosomas. Se cree que los ARN recién 
transcritos son liberados a estos canales entre los cromosomas, donde tiene 
rugar el procesamiento del ARN. Gran parte de la heterocrom atina se loca* 
liza en la periferia del núcleo porque las proteínas asociadas con la hetera- 

:natína se unen a la matriz de la lámina nuclear. Puesto que distintos ti- 
pos celulares expresan diferentes genes, su heteroc roma tina facultativa es 
diferente y distintas regiones de sus cromosomas interacción an con la lámi- 
na nuclear en las diversas células y tejidos. Algunas células poseen sus cen- 
trómeros y telómeros agrupados en polos opuestos, mientras que otras po- 
seen sus cromosomas organizados radial mente. Las localizaciones de los 
cromosomas en el núcleo también difieren en distintos organismos y teji- 
dos. Por otra parte, la croma tina del compartimento nuclear se reorganiza 
durante el proceso de diferenciación celular de manera coordinada con los 
cambios de la expresión génica. Este dinámico proceso de reorganización 
Je la cromatina es complejo y no se conoce con detalle, aunque se cree que 
una parte del mismo depende de la actina v la miosina nucleares —unas pro- 
teínas que se identificaron inicialmente como componentes del citoesquele- 
to (véase Cap. 12). 

Al igual que el ADN en los cromosomas metafásicos (véase Fig, 5,16), la 
cromatina de los núcleos interfásicos parece que está organizada en domi- 
nios en forma de bucle que contienen de 50 a 100 Kb de ADN. Un buen ejem- 
plo de esta organización en dominios en forma de bucle lo representan los 
cromosomas de oocífcos de anfibios, con una alta tasa de transcripción; en es- 


Figura 9.18 Organización de los cromosomas de Drosophita . (A) Un modelo 
del núcleo, mostrando 5 brazos cromosó micos con distintos colores. Se indica la 
posición de Jos telómeros v los centróme ros. (B) Los dos brazos del cromosoma 3 se 
muestran para ilustrar la separación (apológica entre los cromosomas, 

{De D. Mathog y cois., 1984. Na tu re 308: 414.) 




Sección III • Estructura y función celulares 


372 


(A) 



V 

Copias de] cfom osoma 4 



Envuelta 


Dominio 

intercromosórriico 


Territorios ocupados 
por cromosomas 


Figura 9.19 Organización de los cromosomas en los núcleos de mamíferos. 

(A) Hibridación de sondas dirigidas contra secuencias del cromosoma 4 en células 
humanas. Las dos copias del cromosoma, identificadas con fluorescencia amarilla, 
se localizan en zonas distintas de] núcleo, (B) Un modelo de organización 
cromosómica. Los cromosomas ocupan zonas definidas, separadas por dominios 
Lntercromosómicos donde se cree que ocurre ei procesamiento y el transporte del 
ARN. (A, cortesía de Thomas Cremer, Ludwig MaximiLians University, de A. I 
Lamond y W. C Eamshaw, 1998. Science 280; 547.) 


tos, las regiones de ADN que se transcriben activamente se visualizan ccsm 
gl andes bucles de cromad na descondensada (Fig. 9.20). Estos dominios di 
croma tina parece que representan unidades funcionales discretas, que di 
manera independíente regulan la expresión génica (véase Cap. 7). 

Sub-compartimentos nucleares 

La organización interna del núcleo está demostrada por la localización di 
otros procesos nucleares a regiones concretas del núcleo. Muchas enzuna 
importantes y otras proteínas del núcleo están localizadas en cuerpos 
nucleares definidos que poseen una estructura de baja densidad con aspa 
to de esponja, que permite que las macromoléculas del resto del núcleo ai 
tren y salgan. Las secuencias de dirección o de retención para algunas ái 
estas estructuras han sido identificadas pero todavía no han sido carleta* 
zadas. La naturaleza y fundón de estas subestructuras nucleares todavía m 
están claras, y la comprensión de la organización del interior nuclear en cu* 
minios funcionales es un campo inexplorado de la biología celular 

Los núcleos de las células de mamífero parecen contener sitios agripa 
dos de replicador! del ADN, en los cuales tiene lugar ta replicarión de tr^m 
tiples moléculas de ADN. Estos sitios discretos de replicación del ADNfl 
han caracterizado mediante experimentos que permiten visualizar en Am 
terior de los núcleos celulares tiñendo las células con bromodeo\iuñd¿fl| 
un análogo de la timkiina que se incorpora en el ADN y después detecta 
do mediante su tinción con anticuerpos fluorescentes (Fig, 9.21 Alai 
mienzo da la síntesis de ADN, el ADN recién replicado era detectados 



0.1 iTfTS 

Figura 9*20 Dominios en bucle de Ja cromatina* Micro grafía al micr :i 

óptico de un cromosoma de oodtó de anfibio, mostrando los bucles de croad 
descondensada, que está siendo activamente transcrita, extendiéndose desde 
de cromatina no transcrita, altamente condensada* (Cortesía de joseph Galfc 
Camegíe bis ti tu te ) 
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i 9,21 Lugares agrupados de replicarían de ADN. El ADN recién replicado 
marcó tras una exposición breve de las células a bromodeoxíuridina, que se 
feaorpora al ADN en lugar de la ti mi dina. Esta sustitución permite detectar el 
RDM reden sintetizado por inmunofluorescencia tras el mareaje de Los núcleos con 
s _ anticuerpo contra bromodeoxíurídina. Obsérvese que el ADN recién replicado 
* localiza en agrupaciones distribuidas por todo el núcleo. Los dos paneles 
snestran la distribución temprano y tarde en la síntesis de ADN, respectivamente. 

B. K. Kennedy y cois. 2000, Genes Dm 14: 2855), 


20 grupos definidos distribuidos alrededor del nucléolo. Estos puntos peri- 
sudeolares estaban asociados con las lamininas perinudeares, Más adelan- 
te. en la síntesis de ADN el proceso se extiende a varios cientos de puntos 
que se encontraban distribuidos por el núcleo. Dado que una célula diploi- 
de de mamífero posee aproximadamente 4,000 orígenes de replicación acti- 
v< > en un momento determinado, cada una de estas agrupaciones de repli- 
ca don del ADN debe contener unas 40 horquillas de replicación. Por tanto, 
parece ser que la re plica dcSn tiene lugar en estructuras grandes que contie- 
nen múltiples complejos de replicación organizados en distintos dominios 
runci onaies, denominados fábricas de replicación. 

Los genes que se transcriben activamente parece que se distribuyen por 
todo el núcleo, pero los componentes de la maquinaria de splicing se con- 
centran en cuerpos nucleares discretos denominados motas nucleares. La 
tinción inmunofluorescente con anticuerpos frente a RNPpn y los factores 
de corte y empalme mostraron que, en lugar de estar distribuidos unifor- 
memente a lo largo del núcleo, estos componentes del aparato de procesa- 
miento de ARN están concentrados en estas 20 a 50 estructuras discretas 
(Fig. 0,22). Se cree que las motas son puntos de almacenamiento de compo- 
nentes del procesamiento, que después son reclutados a los genes activa- 
mente transcritos donde se produce el procesamiento del pre-ARNm. 

Además de las motas, los núcleos contienen otros varios tipos de estruc- 
turas distintas. Aparte de los nucléolos (estudiados mas adelante), incluyen 
bs cuerpos LPM y los cuerpos de Cajal. Los cuerpos LPM (típicamente de 
5-2Ü en el núcleo) fueron identificados en primer lugar como sitios diferen- 
ciados de localización de una proteína reguladora transcripcional implica- 
da en la leucemia promielodtica aguda (LPM), Se sabe que los cuerpos LPM 


Figura 9.22 Localización de los componentes responsables del splidng. 

El mareaje mediante anticuerpos inmunofluorescente^ indica que los factores 
responsables del >píidt¡g se concentran en dominios discretos dentro del núcleo, 
denominados motas nucleares, (Cortesía de David L. Spector, Coid Spring Harbor 
Laboratory.) 
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Figura 9,13 Un cuerpo LPM, El cuerpo LPM (flecha) está rodeado de 
cromatina. (De G. Deílaire, R. Nisman y D.P. Eazett-Jones. 2004, Met, 
Enzymol. 375: 456; cortesía de D, Bazett-Jones.) 



interaecionan con la cromatina (Fíg. 9*23) y son puntos de acumulación de 
factores de transcripción y proteínas modificadoras de la cromatina (como 
las histona deaceti lasas), que pueden ser dirigidas a los cuerpos LPM por la 
acción del pequeño polipéptido SUMO (estudiado en el Cap, 8), Sin embar- 
go, !a función de los cuerpos LPM sigue siendo muy desconocida. Los cuer- 
pos de Cajal contienen la proteína característica coilina (Fig. 9.24} y están 
enriquecidos en RNP pequeñas. Se cree que funcionan como sitios de en- 
samblaje y procesamiento de RNP. 


Nudéolo y procesamiento del ARNr 

La subestructura que más destaca en el núcleo es el nucléolo (véase Fig 
9.1), que es el sitio donde tiene lugar la transcripción y el procesamiento 
del ARNr, y el ensamblaje de los ribosomas. Como se explicó en el capítulo 
anterior, las células necesitan una gran cantidad de ribosomas para satisfa- 
cer la necesidad de síntesis de proteínas. Por ejemplo, las células de mamí- 
fero en continuo crecimiento contienen entre 5 y 10 millones de ribosomas. 
que deben sintetizarse cada vez que la célula se divide. El nucléolo es una 
fábrica de producción de ribosomas, diseñada para cubrir las necesidades 
de producción a gran escala de los ARNr y de ensamblaje de las sub unida- 
des ribosómicas. Evidencias recientes sugieren que los nucléolos también 
poseen un papel más general en la modificación del ARN y que varios ti- 
pos de ARN entran y salen de! nucléolo en estadios específicos de su pn> 
cesamiento. 


Figura 9,24 Cuerpos de Cajal en el núcleo, (A) Imagen 
de un microscopio de contraste por interferencia diferencial 
del núcleo de una célula HeLa. Las flechas indican los dos 
cuerpos de Cajal. (B) Tinción inmuno fluorescente del 
mismo mideo con anticuerpos frente a las proteínas Coilina 
(verde) y Bbrilarina (rojo). La fibrila rio, i está presente tanto 
en las zonas fibrila res densas de los nucléolos, como en los 
cuerpos de Cajal. La coilina sólo es detectable en los 
cuerpos de Cajal. (De J. G. Gall, 2000. A mi. Rev. Cell Dei>. 
Btol. 16:273,} 
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lenes de ARN ribosómico y organización dei nucléolo 

E sueléelo no está rodeado por ningún sistema de membranas y se organi- 
za alrededor de las regiones de los cromosomas que contienen los genes 
p£j. los ARNr 5.,8S, IBS y 28S. Los ribosomas eucariotas contienen cuatro ti- 
pt - de ARN, denominados 5$, 5,8S, IBS y 2SS (véase Fig, 8.4). Los ARNr 
- 8S 18S y 28S son transcritos como una única unidad en el nucléolo por 
id ARN polimerasa I, dando lugar a un ARN precursor ribosómico 45S 
9,25). Este pre-ARNr 45S es procesado y da lugar al ARN 18S de la sub- 
ur d.id ribosómica 40S (pequeña) y a los ARNr 5,85 y 28S de la subunidad 
cómica 6QS (grande). El ARNr 5S, que también forma parte de la sub- 
unidad ribosómica 60S, se transcribe fuera del nucléolo por la ARN polime- 
rasa ÜL 

Las células contienen múltiples copias de los genes de ARNr para poder 
satisfacer la demanda de transcripción de un elevado número de moléculas 
de ARNr. El genoma humano, por ejemplo, contiene aproximadamente 
200 copias del gen que codifica para los ARNr 5,8S, IBS y 28S, y apro- 
badamente 2.000 copias del gen que codifica para el ARNr 5$. Los genes 
i el ARNr 5,85, 18S y 285 se disponen en tándem en cinco cromosomas hu- 
manos diferentes (cromosomas 13, 14, 15, 21 y 22); los genes para el ARNr 
"S localizan en una única secuencia en tándem en el cromosoma L 
La importancia de la producción de ribosomas resulta particularmente 
evidente en los oocitos, en los que los genes para los ARNr están amplifica- 
dos para ayudar a la síntesis de la gran cantidad de ribosomas necesarios 
durante el desarrollo embrionario temprano. En los oocitos de Xenopus, los 
genes para el ARNr están amplificados aproximadamente 2.0Ü0 veces, lo 
que permite que exitan un millón de copias por célula. Estos genes de ARNr 
están distribuidos entre miles de nucléolos (Flg, 9.26), originándose en total 
cerca de 1Ü 12 ribosomas por nocito. 


Figura 9.25 Cenes de ARN 
ribosómico. Cada gen de ARNr es 
una única unidad transcripcional que 
contiene las ARNr 18S, 5,SS y 28S y 
secuencias espadadoras que también 
se transcriben. Los genes de ARNr se 
disponen en tándem, separados por un 
ADN espaciador que no se transcribe. 



Figura 9.26 Nucléolos en oocitos de 
anfibio Los genes de ARNr 
amplificados en los oocitos de Xenopus se 
agrupan en muchos nucléolos (puntos 
oscuros), ÍDe D, D Brown el B. Dawid, 
1969. Science 160: 272.) 
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Figura 9.21 Estructura del nucléolo. 

En la mkrografía electrónica se ilustra 
el centro fibrilar (FC), el componente 
fibrilar denso (DFC) y el componente 
granular (G) del nucléolo. (Cortesía de 
David L Spector, Coid Spring Harbor 
Laboratory.) 
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Figura 9.28 Transcripción de los 
genes de ARNr. Una microg rafia 
electrónica de la croma tina nuclear 
mostrando tres genes de ARNr 
separados por ADN espaciador que no 
se transcribe. Cada gen de ARNr está 
rodeado por un conjunto de cadenas 
de ARNr en crecimiento, dando una 
apariencia en forma de «árbol de 
navidad», (Cortesía de O. L. Müler, Jn) 


Morfológicamente, los nucléolos constan de tres regiones diferenciadas 
el centro fibrilar, el componente fibrilar denso y el componente granular 
(Eig. 9.27). Es las tres zonas posiblemente reflejan la progresión de las etapas 
de transcripción del ARNr, procesamiento v ensamblaje de ríbosomas. La 
modificación de otros AR.N pequeños, como el de la partícula de reconocí 
miento de la señal (véase Cap, 10), tiene lugar en otro lugar dentro del nu- 
cléolo. 

Después de cada división celular, los nucléolos se forman alrededor de 
las regiones cremoso micas que contienen los genes para los ARNr 5,8S, 1 RS 
y 2SS, y que por esta razón se denominan regiones organizadoras nucí co- 
lares. La formación de los nucléolos requiere la transcripción dd pre-AE V 
45S, que parece ser que dirige la fusión de los cuerpos preni ideóla res que 
contienen los factores implicados en el procesamiento v otros componen n - 
deí nucléolo. Por tanto, en la mayoría de las células, los nucléolos que están 
inicia Jmen te separados se fusionan para formar un único nucléolo. El tama- 
ño del nucléolo depende de la actividad metabóliea de la célula, si ende os 
nucléolos más grandes en aquellas células con una alta actividad de síntes S 
de proteínas. Esta variación se debe fundamentalmente a las diferencias <=r 
el tamaño del componente granular, lo que refleja la tasa de ensamblaje 
ribosomas. 

Transcripción y procesamiento del ARNr 

Cada región de organización nuclear contiene un grupo de genes de A E\r 
repetidos en tándem y que están separados entre sí por regiones de ON 
espaciador que no se transcribe* Estos genes son transcritos acth amesie 
por la ARN po Jim crasa L lo que permite que la transcripción se pueda ri* 
sualizar fácilmente por microscopía electrónica (Fig. 9.28). En las micn *pm 
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externos (ETS) en ambos extremos, y 
espaciadores transcritos internos (TTS) 
entre las secuencias de los ARNr Í8S, 
5,85 y 285. El pre-ARNr es procesado 
mediante una serie de escisiones (que 
se muestran en el caso de un pre-ARNr 
humano) para originar los ARNr 
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-«& electrónicas, cada uno de los genes de ARNr colocados en tándem se 
Jpentra rodeado de cadenas de ARN en crecimiento densamente empa- 
yHtadas, dando lugar a una estructura en forma de «árbol de navidad». La 
^2 densidad de las cadenas de ARN en crecimiento es debida a la gran 
a «tedad de moléculas de ARN polimerasa, presentes en una densidad má- 
de, aproximadamente, una polimerasa por cada cien pares de bases 
» ADN molde. 

El transcrito primario de los genes de ARNr es el pre-ARNr 45S de gran 
tHBáno, que contiene los ARNr 185, 5,85 y 28S, además de las regiones es- 
■i ' doras transcritas (Fig« 9,29). Dos espadadores externos que son trans- 
~ ^ localizan en los extremos 5' y 3'de los pre-ARNr, y dos espaciadn- 

os internos se sitúan entre las secuencias de los ARNr 185, 5,85 y 28$, Los 
primeros pasos en el procesamiento de este tránsente son escisiones en el 
■tenor del espaciador transcrito externo cerca del extremo 5 P del pre-ARNr 
v fea eliminación del espaciador transcrito externo del extremo 3' de la molé- 
Escisiones posteriores originan los ARNr maduros. Este procesamien- 
3c sigue un modelo similar en otras especies, aunque hay ciertas diferencias 
>r. el orden de algunas escisiones. 

Además de las escisiones, el procesamiento del pre-ARNr implica imper- 
antes modificaciones en las bases nitrogenadas, debido a la adición de gru- 
metilo a algunas bases concretas y a residuos de ribosa, y por la conver- 
- án de uridina en pseudouridina (véase Fig, 7.44), En las células animales, 
i. rrocesamiento del pre-ARNr implica la mediación de aproximadamente 
«sen restos de ribosa v 10 bases, además de la formación de cerca de cien 
pseudouridínas. La mayoría de estas modificaciones ocurre durante o in- 
mediatamente después de la síntesis del pre-ARNr, aunque algunas rienen 
ugar en etapas posteriores del procesamiento del pre-ARNr, 

E1 procesamiento del pre-ARNr requiere 3a intervención de proteínas y 
-\RN localizados en el nucléolo. La participación de ARN nucleares pe- 
queños ( ARNsn) en el procesamiento del pre-ARNm ya se explicó en el Ca- 
pitulo 7, Los nucléolos contienen más de 300 proteínas y un gran número 
aproximadamente 2ÜÜ) de ARN nucleolares pequeños (ARNsno) que in- 
tervienen en el procesamiento del pre-ARNr. Al igual que los ARNsn de los 
espliceosomas, los ARNsno están unidos a proteínas, formando RNPsno. 
Cada RNPsno está constituida por un único ARNsno asociado a ocho o diez 
proteínas. Las RNPsno se míen al pre-ARNr para formar un complejo de 
procesamiento de manera análoga a como se forman los espiieeosomas en 
el pre-ARNm. 
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Figura 9.30 Papel de ios ARNsno en la modificación de ias bases del 

p re - A R N r Los ARN sn o con tienen pequeñas secuencias complementarias aJ A RN r. 
El apareamiento de bases entre los ARNsno y el pre-ARNr dirige a las enzimas 
que catalizan la modificación de bases (p. ej., mutilación) a los sitios apropiados 
del pre-ARNr. 

Algunos ARNsno son los responsables de la fragmentación del pre- 
ARNr en productos 18$, 5,8S y 28$. Por ejemplo, el ARNsno nucleolai más 
abundante es el U3 y está presente en unas 200.000 copias por célula, y es 
necesario para el corte de pre-ARNr en el interior de las secuencias espada- 
doras transcritas externas 5\ De manera similar, el ARNsno U8 provoca la 
escisión del pre-ARNr en ARNr 5,SS y 28$ y el ARNsno U22 es responsable 
de la fragmentación del pre-ARNr para dar lugar al ARNr 18S. 

Sin embargo, la función de la mayoría de los ARNsno es dirigir las modi- 
ficaciones de bases específicas del pre-ARNr, incluyendo la mediación de 
residuos específicos de ribosa y la formación de pseudouridinas (Fig. 9,30} 
La mayoría de los ARNsno contienen secuencias cortas de, aproximada- 
mente, 15 nudeótidos que son complementarias a secuencias de los ARNr 
18$ y 2SS. Estas regiones complementarias incluyen los sitios de modifica- 
ción de bases en el ARNr Mediante el apareamiento de bases con regiones 
específicas del pre-ARNr, los ARNsno actúan como ARN guías que dirigen 
a las enzimas que catalizan la mediación de las ribosas o la conversión de 
uridina en pseudouridina, al sitio adecuado de la molécula de pre-ARNr 
Otros ARN aparte del ARNr requieren bases modificadas y se cree que es la 
localización de RNPsno en el nucléolo lo que es fundamental en su papel 
más general en la modificación del ARN, Un ejemplo es el ARN de la partí- 
cula de reconocimiento de la señal (véase Cap. 1Ü). 


Ensamblaje de ribosomas 

La formación de los ribosomas implica el ensamblaje del ARN ribosómico 
precursor con las proteínas ribosómicas y con el ARNr 5S (Fíg. 9.31). Los ge- 
nes que codifican para las proteínas ribosómicas se transcriben fuera de. 
nucléolo por la ARN polimerasa 11, originando ARNm que son traducida 
en los ribosomas citoplasmátícos. Las proteínas ribosómicas se transportar 
posteriormente desde el citoplasma al nucléolo, donde se ensamblan cor 
los ARNr para formar partículas prerribosómicas. Aunque los genes parad 
ARNr 5S también se transcriben fuera del nucléolo, en este caso por la ARN 
polimerasa Til, se ensamblan igualmente en el interior del nucléolo para for- 
mar las partículas prerribosómicas. 

La asociación de las proteínas ribosómicas con el ARNr comienza mien- 
tras ocurre la síntesis del ARNr, y más de la mitad de las proteínas ribos* - 
micas están unidas al pre-ARNr antes de su procesamiento. Las restante 
proteínas ribosómicas y el ARNr 5$ se incorporan a las partículas prerribo 
sómicas mientras tiene lugar la escisión del pre-ARNr, Durante la primera 
etapa de la asociación ríbosómica, la maduración de las dos su b unidades n- 
bosómicas emergentes se diferencia. La maduración de la unidad más pe- 
queña, que sólo contiene ARNr 18$, es más sencilla e implica únicamente 
cuatro escisiones de la endon ucleasa. En los eucariotas superiores esto se 
completa en el interior del núcleo pero en las levaduras la escisión fina, 
para dar el ARNr IBS madura se produce después de la exportación de la 
subunidad 4ÜS al citosol. El procesamiento de la subunidad mayor, que 
contiene los ARNr 28S, 5,85 y 55, implica numerosos cortes por parte de las 
nucleasas y se completa en el interior del nucléolo. Por tanto, la mayoría áe 
las partículas prerribosómicas del nucléolo son precursoras de las sub- 
unídades grandes (óQSb Las etapas finales de la maduración de las sub_^ - 
dad es ribosómicas siguen a la salida de las partículas prerribosómicas al _ -i 
toplasma, formando ¡as subunidades ribosómicas eucariotas 4ÜS y 60S. 
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F i g ura 9 .3 1 Ensam b I a j e d e los ri b oso mas. Las proteínas ríbosómicas se transportan 
i' nucléolo desde el citoplasma y comienzan a ensamblarse con el pre-ARNr antes de 
su procesamiento. Al mismo tiempo que se procesa el pre-ARNr, proteínas ríbosómicas 
adicionales y el ARNr 55 (que es sintetizado fuera del nucléolo) se ensamblan para 
formar partículas prerríbosómicas. Las etapas finales de la maduración continúan con 
3 salida de las partículas prerríbosómicas al citoplasma, originando las subumdades 
ríbosómicas 40S y 605. 


RESUMEN 

? PALABRAS CLAVE 

ENVUELTA NUCLEAR Y TRÁFICO ENTRE EL NÚCLEO 
Y ÉL CITOPLASMA 

Estructura de Ja envuelto nuclear: La envuelta nuclear separa el conteni- 
do dei núcleo y del citoplasma, manteniendo el núcleo como un compar- 
timento bioquímico diferenciado que alberga el material genético y sirve 
como lugar de transcripción y procesamiento del ARN en las células en- 
ea ri otas. La envuelta nuclear está formada por una membrana nuclear in- 
terna y externa, unidas a nivel de los complejos del poro nuclear, y por 
una lámina nuclear subyacente. 

envuelta nuclear, membrana 
nuclear, lámina nuclear, 
lámina 

Complejo det poro nuclear: Los complejos del poro nuclear son estructu- 
ras grandes y son las únicas vías a través cié las cuales las moléculas pue- 
den viajar entre el núcleo y el citoplasma. Las moléculas pequeñas son 
capaces de difundir libremente a través de los canales abiertos del com- 
plejo del poro nuclear. Las maerom oléenlas se transportan selectivamen- 
te en un proceso dependiente de energía. 

complejo del poro nuclear 
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señal de localización nuclear, 
receptor de transporte 
nuclear, importina, Ran, 
señal de exportación nuclear, 
exportina, carioferina 


hete roe rom atina, eu ero m atina 


nucléolo, región 
organizadora nudeolar 


ARN nucleolares pequeños 
(ARNsno) 


RESUMEN 


Transporte selectivo de proteínas desde y hacia eí núcleo: Las proteínas 
que van a ser transportadas al núcleo contienen señales de localización 
nuclear que son reconocidas por receptores que dirigen el transporte a 
través del complejo del poro nuclear* Las proteínas que se desplazan con- 
tinuamente entre el núcleo y el citoplasma tienen señales de exportación 
nuclear que las etiquetan para que sean transportadas desde el núcleo al 
citoplasma. La pequeña proteína Ran, que une GTR se necesita para la 
translocarión a través del complejo del poro nuclear y determina la direc- 
ción del transporte. 

Regulación de! transporte de proteínas al núcleo y desde el núcleo: La ac- 
tividad de ciertas proteínas, como los factores de transcripción, está con- 
trolada por la regulación tanto de su entrada como de su salida desde el 
núcleo. 

Transporte de ARN : Los ARN se transportan a través del complejo del 
poro nuclear en forma de complejos ribonucleopro temí eos. Los ARN- 
mensajeros, los ARN ribosomicos v los ARN de transferencia son expor- 
tados desde el núcleo para participar en la síntesis de proteínas* Los ARN 
nucleares pequeños son transportados inidalmente desde el núcleo al ci- 
to plasma, donde se asocian con proteínas para formar las RNP, y éstas re- 
gresan al núcleo. 

ORGANIZACIÓN INTERNA DEL NÚCLEO 

Cromosomas y estructura de orden superior de la cromatina: El núcleo 
interfásico contiene hoterocromatina altamente condensada, transerip- 
d onal mente inactiva, así como eucromatina desean densad a, Los cromo- 
somas ínter fásicos se organizan en el núdeo y se estructuran en grandes 
dominios en forma de bucle que funcionan como unidades indepen- 
dientes* 

Suh-comportamientos en el interior del núcleo: Algunos procesos nu- 
cleares, como la replicadon del ADNI y el metabolismo del ARNm, pue- 
den localizarse en estructuras subnudeares concretas. 

NUCLÉOLO Y PROCESAMIENTO DEL ARNr 

Genes de ARN ribosómieo y la organización de! nucléolo: El nucléolo 
está organizado alrededor de los genes para los ARN ribosomicos. Es el 
lugar de la transcripción y procesamiento del ARNr, del ensamblaje de 
los ribosomas y la modificación de diversos ARN pequeños. 

Transcripción y procesamiento de i ARNr: El transcrito primario de los 
genes de ARNr es el pre-ARNr 45S, que tras su procesamiento origina los 
ARNr 18S 5,8$ y 28S. El procesamiento del pre-ARNr está mediado por 
los ÁRN nucleolares pequeños (ARNsno), 

Ensamblaje de ribosomas: Las subunidades ribosómicas se ensamblan 
en el nucléolo a partir de los ARNr y de las proteínas ribosómicas* 
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5. Describe cómo la actividad de un factor 
de transcripción regulador de un gen pue- 
de ser regulada por el importe nuclear. 

6. Usted está estudiando un factor de 
transcripción regulado por la fosforila- 
ción de residuos de serina, lo que inacti- 
va la señal de localización nudear. 
¿Cómo afectaría la sustitución de resi- 
duos de serína por alanina a la localiza- 
ción subcelular del factor de transcrip- 
ción y a la expresión de su gen diana? 

7. ¿Cómo afectaría una mutación en la 
señal de exportación nuclear de una 
pro teína que viaja continuamente entre 
el núcleo y el citoplasma a su distribu- 
ción subcelular? 
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Además de por la presencia de un núcleo, las células eucariotas se distin- 
guen de las células precario tas por la presencia en el citoplasma de orgánu- 
los rodeados de membrana* Estos orgánulos proporcionan compartimentos 
diferenciados en los que tienen lugar actividades celulares específicas, y la 
subdivisión resultante del citoplasma permite a las células encamotas fun- 
cionar eficientemente a pesar de su gran tamaño (aproximadamente 1*000 
veces el volumen de las bacterias). 

Debido a la compleja organización interna de las células eucariotas, dis- 
tribuir y dirigir a las proteínas hacia sus destinos adecuados son tareas con- 
siderables. El primer paso en la distribución de tas proteínas tiene lugar 
mientras aún está en marcha la traducción. Muchas proteínas destinadas al 
retículo endoplásmico, al aparato de Colgi, a los lisosomas, a la membrana 
plasmática y a ser secretadas se sintetizan en los ribosomas unidos a la 
membrana del retículo endoplásmico. A medida que la traducción conti- 
núa, las cadenas polípeptídicas se transportan al interior del retículo endo- 
plismico, donde tiene lugar el plegamiento y procesamiento de las proteí- 
nas, Desde el retículo endoplásmico, las proteínas se transportan en 
vesículas al aparato de Golgi, donde son nuevamente procesadas y distri- 
buidas para el transporte a los lisosomas, a la membrana plasmática o a ser 
secretadas desde la célula. Algunos de estos orgánulos, además de los endo- 
so mas, participan en la organización y el transporte de proteínas que son 
internalizadas desde el exterior celular (véase Cap. 13). El retículo endo- 
plásmico, el aparato de Golgi y los lisosomas se diferencian de esta manera 
de otros orgánulos dtopíásmicos en que intervienen conjuntamente en el 
procesamiento de las proteínas y en que están conectados medíante vesícu- 
las de transporte. 


Retículo endoplásmico 

El retículo endoplásmico (ER) es una red de tríbulos y sacos (cisternas ro- 
deados de membrana que se extiende desde la membrana nuclear pos tocio 
el citoplasma (Fig, 10,1). Todo el retículo endoplásmico está rodeado por una 
membrana continua y es el orgánulo más grande de la mayoría de las ce i ulas 
eucariotas, Su membrana puede representar aproximadamente la mitad dt 
todas las membranas de la célula, y el espacio encerrado por el Rr la diz 
espado de las cisternas) puede representar alrededor del 10 de kxú - 
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(A) Retículo endoplásmíco rugoso 



(5) Retículo endoplásmíco liso 


Figura 1QJ Retículo endoplásmíco 

(RE). ( A) M i crofotografía elec trónica 
del RE rugoso en células de hígado de 
rata. Los ribosomas están unidos a la 
cara citosólica de la membrana de! RE, 
(B) Mi crofotografía electrónica 
del RE liso en las células de Leydig del 
testículo H que participan activamente 
en i a síntesis de hormonas esteroídeas, 
(A, Richard Rodewald, University of 
Virginia/ Bíological Photo Service; B, 
Dan Fawcett /Photo Researchers, Inc.) 


■ Él retículo endoplásmíco 
también juega un papel clave en la 
transducción de la señal actuando 
como uno de los depósitos 
principales de caldo mtracelular, 
la liberación de calcio desde el RE 
en respuesta a las señales 
apropiadas altera la actividad de 
las proteínas citosólícas clave y 
juega un papel muy importante en 
la contracción muscular (véanse 
Caps. 12 y 15). 


lumen celular. Como se trató previamente, hay dos tipos distintos de RE que 
realizan funciones diferentes en ía célula. El RE rugoso, que está cubierto 
por ribosomas en su superficie externa, y el RE de transición, de donde par- 
ten vesículas hacia el aparato de Golgí, funcionan ambos en el procesa mieiv 
to de las proteínas. El RE liso no está asociado con los ribosomas y está im- 
plicado en el metabolismo de los lípidos, en lugar de en el de las proteínas. 

Retículo endoplásmíco y secreción de proteínas 

E! papel del retículo endoplásmíco en el procesamiento y distribución de la? 
proteínas fue demostrado por primera vez por George Palade y sus colabo- 
radores en los años 60 (Fig. 1(12). Estos investigadores estudiaron el destino 
de las proteínas recién sintetizadas en unas células especializadas del pán- 
creas (células pancreáticas adnares) que secretan enzimas digestivas al in- 
testino delgado. Debido a que la mayoría de las proteínas sintetizadas por 
estas células son secretadas, Palade y colaboradores fueron capaces de estu- 
diar la ruta tomada por las proteínas secretadas simplemente mediante d 
mareaje con aminoácidos radiactivos de las proteínas recién sintetizadas. La 
localización en la célula de las proteínas marcadas radiactivamente se deter- 
minó a continuación mediante una autor radiografía, poniendo de maniíít-- 
to los lugares celulares implicados en los procesos que conducen a la secre- 
ción de las proteínas. Después de una breve exposición de las células 
aduares pancreáticas a los aminoácidos radiactivos, se detectaron proteínas 
sintetizadas de novo en el RE rugoso, por lo que se le identificó como el luga* 
de síntesis de las proteínas destinadas a la secreción. Sí a continuación la- 
células se incubaban durante un corto período de tiempo en un medio que 
contenía aminoácidos no radiactivos (proceso conocido como caza), las po - 
ternas marcadas radiactivamente se detectaban en el aparato de Golgí. Tr:. - 
períodos de caza más largos, ias proteínas marcadas radiactivamente mi- 
graban desde el aparato de Golgí a la superficie celular en vesículas de se- 
creción, que posteriormente se fusionaban con la membrana plasma trí- 
para liberar su contenido fuera de la célula. 

Estos experimentos definieron una vía tomada por las proteínas secreta 
das, la vía secretora: RE rugoso — > Golgí vesículas de secreción-exterior de 

la célula. Estudios adicionales ampliaron estos resultados y demostraron que 
esta vía no está restringida a las proteínas destinadas a ser secretadas. Las 
proteínas de la membrana plasmática y las lisosómkas también migran des- 
de el RE rugoso hasta el Goigi y posteriormente a sus destinos finales. Qtri? 
proteínas pasan por las etapas iniciales de la vía secretora pero posteriormer 
te son retenidas y su actividad tiene lugar en el RE o en el aparato de Golg: 

Por tanto, la entrada de las proteínas en el RE representa un cruce de _ 
minos muy importante en el tráfico de proteínas en las células cu car i ote- 
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■m mareada secretoras 



minutos 


•.«mente 


Mareaje de 3 minutos 


Lis proteínas destinadas a ser secretadas o a incorporarse en el RE, aparato 
Golgi, lisosomas, o membrana plasmática son dirigidas inicialmente al 
RE En las células de los mamíferos, la mayoría de las proteínas son transfe- 

- das al RE mientras están siendo traducidas por los rib osomas unidos a la 
membrana (Fig, 103). Por ei contrarío, las proteínas destinadas a permane- 
cí en el dioso) o que se van a incorporar al núcleo, a las mitocondrias, clo- 

- Tplastos o peroxisomas son sintetizadas en los rib asomas libres y liberadas 
aí dioso! cuando finaliza su traducción. 


Ribosomas libres en el citosol 

Citosol 




Ribosomas unidos a la membrana 

Citosol 




minutos 


Figura 10,2 Vía secretora. Las células 
aduares pancreáticas, que secretan la 
mayor parte de sus proteínas 
sintetizadas de novo en el tracto 
digestivo, se marcaron con 
aminoácidos radiactivos para estudiar 
la vía intracelular utilizada por las 
proteínas secretadas. Iras un corto 
periodo de incubación con 
aminoácidos radiactivos (mareaje de 
3 minutos), la a u torrad i ografía puso de 
manifiesto que las proteínas 
sintetizadas de novo se localizaban en 
el RE rugoso. Tras una incubación 
posterior con aminoácidos no 
radiactivos (caza), se observó que las 
proteínas se habían desplazado desde 
el RE al aparato de Golgi y después, en 
el interior de vesículas de secreción, a 
la membrana plasmática y al exterior 
de Ja célula. 


Figura 10.3 Esquema general de la 
distribución de Fas proteínas. En las 

células de los mamíferos, la 
distribución inicial de las proteínas al 
KE se produce mientras tiene lugar la 
traducción. Las proteínas sintetizadas 
en los ribosomas libres permanecen en 
el citosol o son transportadas al núcleo 
mi tocon drias, eloroplá&tos o 
peroxisomas. Por el contrario, las 
proteínas sintetizadas en los ribosomas 
unidos a la membrana se traslocan 
directamente al interior del RE 
mientras se están traduciendo. Pueden 
ser retenidas en el RE o transportadas 
al aparato de Golgi, y de allí a los 
ervdosomas, a 1 a me mb rana p i a - m án c 
o al exterior celular mediante vesículas 
de secreción. 
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Figura 1 0,4 Aislamiento del RE 
rugoso. Cuando las células se rompen, 
el RE se fragmenta en pequeñas 
vesícu las denominadas microsomas* 
Los microsomas derivados del RE 
rugoso (microsomas rugosos) están 
rodeados por ribosontas en su 
superficie externa. Debido a que los 
rib osomas contienen una gran 
cantidad de ARN, los microsomas 
rugosos son más densos que ios 
microsomas lisos y se pueden aislar 
mediante centrifugación de equilibrio 
en gradiente de densidad. 


Mareaje de las proteínas para dirigirse al retículo endoplásmico 

Las proteínas pueden ser transí ocadas al RE durante su síntesis en los ribo- 
somas unidos a la membrana (translocación cotraduccional) o una vez qu 
la traducción se ha completado en los ribosomas libres en el citosol (transí - 
cación postrad uccional)* En las células de los mamíferos, la mayoría de las 
proteínas entran en el RE de manera cotraduccional, mientras que en las le- 
vaduras se utilizan tanto la vía cotraduccional como la postra ducc i onaL F 
primer paso en la vía cotraduccional es la asociación de los ribosomas con 
el RE. La marca que determina que los ribosomas se unan con la membrana 
del RE es la secuencia de aminoácidos de la cadena polipeptídiea que esta 
siendo sintetizada, en vez de propiedades intrínsecas del propio ribosoma 
Los ribosomas libres y los unidos a la membrana son funcional mente indis- 
tinguibles, y toda la síntesis proteica se inicia en los ribosomas que estar 
libres en el citosol. Los ribosomas implicados en la síntesis de proteínas des- 
tinadas a ser secretadas están marcados para dirigirse al retículo endoplás- 
mico mediante una secuencia señal localizada en el extremo amino-tenrii- 
nal de la cadena polipeptídiea en crecimiento. Estas secuencias señal sor 
pequeños segmentos de aminoácidos hidrófobos que son escindidos de la 
cadena polipeptídiea durante su transferencia a la iuz del RE. 

El papel general de las secuencias señal para dirigir a las proteínas a sus 
localizaciones adecuadas en la célula se dilucidó por primera vez mediante 
estudios sobre la i n tema liza don de las proteínas de secreción en el RE, L-- 
tos experimentos utilizaron preparaciones in vi tro de RE rugoso, que se ais- 
laron de extractos celulares mediante centrifugación en un gradiente de 
densidad (Fig, 10.4). Cuando las células se rompen, el RE se fragmenta en 
pequeñas vesículas denominadas microsomas. Puesto que las vesículas de- 
rivadas del RE rugoso están recubiertas por ribosomas, éstas pueden sepa- 
rarse de vesículas similares derivadas del RE liso o de otras membranas 
(p. ej., la membrana plasmática). Concretamente, la gran cantidad de ARX 
existente en los ribosomas aumenta la densidad de las vesículas de mem- 
brana a las que están unidos, permitiendo la purificación de las vesículas 
derivadas del RE rugoso (microsomas rugosos) mediante centrifugación de 
equilibrio en gradientes de densidad. 

David Sa batirá y Günter Biabe! propusieron por primera vez en 1971 que 
la señal para la unión del ribosoma al RE era una secuencia de aminoácidos 
próxima al extremo amina- terminal de la cadena polipeptídiea en creci- 
miento. Esta hipótesis fue apoyada por los resultados de la traducción in vi- 
tro de ARNm que codifican proteínas secretadas, como las i nmunogl obu li- 
nas (Fig, 10.5), Si un ARNm que codifica una proteina secretada era 
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*' 10*5 Incorporación de las proteínas de secreción a los microsomas. 

Las proteínas de secreción son dirigidas al RE por una secuencia señal localizada 
er su extremo amínofN )-terminal, que se elimina durante la incorporación de la 
¿em polipeptídica en crecimiento al RE. Esto se demostró medíante experimentos 
mostraron que la traducción de los ARNm de una pro teína de secreción en los 
drv somas libres daba lugar a proteínas que mantenían su secuencia señal y que 
k* tanto eran ligeramente más grandes que las proteínas de secreción normales, 
fír embargo, cuando se añadían microsomas al sistema, las cadenas polipeptídicas 
«r crecimiento se incorporaban a los microsomas y las secuencias señal eran 
«i. minadas mediante una rotura proteolítica. 


Seducido in vitro por ribosomas libres, se observaba que la proteína produ- 
cida era ligeramente mayor que la protema normal secretada. Sin embargo, 
K se añadían microsomas al sistema la protema traducida in vitro se incor- 
p raba a los microsomas y se escindía en el tamaño adecuado. Estos experi- 
mentos condujeron a que se formulara de una manera más detallada la hi- 
pótesis de la señal, proponiendo que una secuencia guía amino- terminal 
marca y dirige la cadena polipeptídica a los microsomas y que es escindida 
- -teriormente por una proteasa microsomal. Muchos hallazgos posterio- 
ra han sostenido este modelo, incluyendo experimentos con ADN recom- 
binante que han demostrado que la adición de una secuencia señal a una 
r ro teína que normalmente no es secretada es suficiente para dirigir la incor- 
poración de la proteína recombínante al RE rugoso. 

El mecanismo por el que las proteínas secretadas son dirigidas al RE du- 
'2 n te su traducción (vía cotraduccional) se conoce bien actualmente. Las se- 
cuencias señal están constituidas aproximadamente por 20 aminoácidos, in- 
cluyendo un grupo de residuos hidrófobos, habitualmente en el extremo 
mimo-terminal de la cadena polipeptídica (Fig. 10.6), A medida que salen 
del ribosoma, las secuencias señal son reconocidas y unidas a una partícula 


Figura 10.6 Secuencia señal de la 
hormona del crecimiento. La mayoría 
de las secuencias señal contienen un 
segmento de aminoácidos hidrófobos, 
precedido por residuos básicos í p el 
arginina). 


Sitio de escisión 
de la pepifdasa señal 
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Transferencia de proteínas a través de membranas, 

L Presencia de cadenas ligeras de inmunoglobulinas 
procesadas proteo! rtica mente y sin procesar en ribosomas 
unidos a membrana procedentes de mieloma murino 

Günter Blobel y Bemhard Dobberstein 

Rockefelter University, New York 

jourmt ofCell Bbhgy, 1975, Volumen 67, págs. 835-851 


Conidio 

¿Cómo se transfieren las cadenas 
polipepf ídicas específicas a través de 
las membranas adecuadas? Estudios 
en los años 50 y 60 indicaban que las 
proteínas secretadas eran sintetizadas 
en ribosomas unidos a membrana y 
que se transferían a través de la 
membrana durante su síntesis. Sin 
embargo, esto no explicaba por qué 
los ribosomas implicados en la 
síntesis de las proteínas secretadas se 
unen a la membrana mientras que los 
ribosomas que sintetizan las proteínas 
dtosolicas no lo hacen. Una hipótesis 
para explicar esta diferencia fue 
sugerida por primera vez por G linter 
Blobel y David Sabatini en 197L En 
ese momento propusieron que: 

1) Los ARNm que se traducían en los 
ribosomas unidos a membrana 
contenían un conjunto característico 
de codones justo en 3' a partir del 
sitio de iniciación, 2) la traducción de 
estos codones genera una secuencia 
característica en el extremo amino- 
terminal de la cadena polipeptidica 
en crecimiento (la secuencia señal), y 
3) la secuencia señal provoca la unión 
del ribosoma a la membrana. En 1975, 
Blobel y Dobberstein informaron 


acerca de una serie de experimentos 
que apoyaban esta idea. Además, 
propusieron una «versión algo más 
detallada de esta hipótesis, 
en lo sucesivo llamada la hipótesis 
de la señal». 

Experimentos 

Los mielomas son cánceres de 
linfocitos B que secretan 
inmunoglobulinas activamente, por lo 
que proporcionan un buen modelo 
para los estudios de proteínas 
secretadas. Estudios previos en el 
laboratorio de Cesar Mílstein habían 
demostrado que las proteínas 
producidas por la traducción ni nitro 
del ARNm de la cadena ligera de las 
Inmunoglobulinas contienen 
aproximadamente 20 aminoácidos en 
su extremo ami no- terminal que no 
están presentes en las cadenas ligeras 
secretadas. Este resultado condujo a 
la suposición de que estos 
aminoácidos dirigen la unión del 
ribosoma a la membrana. Para 
comprobar esta idea, Blobel y 
Dobberstein investigaron la síntesis 
de cadenas ligeras, por ribosomas 
unidos a membrana, a partir de las 
células del mieloma. 



Como era de esperar por trabajos 
previos, la traducción in intro del 
ARNm de las cadenas ligeras en los 
ribosomas libres daba lugar a una 
proteína que era más grande que la 
cadena ligera secretada (véase la 
figura). Por el contrario, la traducción 
in vihv del ARNm asociado a Sos 
ribosomas unidos a membrana de las 
células del mieloma, daba lugar a una 
proteína que tenía el mismo tamaño 
que la cadena ligera secretada normal. 
Es más, las cadenas ligeras 
sintetizadas por los ribosomas que 
permanecían unidos a los microsomas 
eran resistentes a la digestión por 
proteasas añadidas, lo que indicaba 
que las cadenas ligeras habían sido 
trasferídas a los microsomas. 

Estos resultados indicaban que una 
secuencia señal ami no- terminal es 
eliminada por una proteasa en los 
microsomas a medida que las cadenas 
poiipeptídicas en crecimiento se 
trasvieren a través de la membrana. 
Los resultados se interpretaron en 
términos de una versión más 
detallada de la hipótesis de la señal 


de reconocimiento de la señal (ARNsrpí que está constituida por seis poli- 
péptidos y un ARM ritoplásmico pequeño (ARN&rp) (Fig. 107). La PRS se 
une tanto al ribosoma como a la secuencia señal, inhibiendo la traducción y 
dirigiendo todo el complejo (PRS, ribosoma, y la cadena polipeptidica en 
crecimiento) al RE mediante la unión al receptor de la PRS en la membrana 
del RE (Fig. 10.8), Estudios estructurales recientes han demostrado que tan- 
to las proteínas SRP como el ARNsrp están implicados en la interacción con 
el ribosoma, donde el ARNsrp se une tanto a las proteínas como al ARNr de 
la subunidad mayor ribosómica. La unión al receptor libera a la PRS del ri- 
bosoma y de la secuencia señal de la cadena polipeptidica en crecimiento. 
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Como expusieron Blobel y 
Dobberstem «la característica esencial 
dt la hipótesis de la señal es la 
eustenda de una secuencia única de 
: dones, localizada inmediatamente a 
^ derecha del codón de Iniciación, 
que está presente sólo en aquellos 
ARN m cuyos productos de 
Traducción han de ser transferidos a 
tra\ es de una membrana». 

Impacto 

La Transferencia selectiva de proteínas 
i través de las membranas es 
fundamental para el mantenimiento 
de los orgánulos rodeados por 
membrana de las células eucariotas. 
Para mantener la identidad de estos 
orgánulos, las proteínas deben ser 
translocadas específica mente a través 
de las membranas apropiadas. La 
hipótesis de la señal proporcionó 
k base conceptual para comprender 
este fenómeno. Este modelo básico no 
sólo ha sido comprobado firmemente 
para la transferencia de proteínas 


secretadas en el retículo 
endoplásmico, sino que también 
ha proporcionado el marco para 
comprender el mareaje y dirección 
de Jas proteínas a todos los 


1 S 2 3 S 



Estonces el ribosoma se une a un complejo de transí ocadón de proteínas en 
k membrana del RE, y la secuencia señaí es insertada en un canal de la 
membrana o translocón. Todo el proceso está coordinado por la unión de 
GT7 tanto al SRP como al receptor 5RR con hidrólisis de GTF a GDP desen- 
teienando la disociación de SRP tanto del receptor como del complejo ribo- 
secta- ARN itl 



: £ ura 10.7 Estructura de la SRP. Las proteínas SRP (azul) están asociadas con el 
&RX SRP (naranja), que posee dos regiones bisagra flexibles. La secuencia señal de 
lt proteína naciente (verde) se une a un bolsillo presente en las proteínas SRP. 
Basado en Haiic y cois., 2004, Nature 427:808.) 



compar timen tos de la célula rodeados 
por membrana, y por consiguiente 
causando un impacto en 
prácticamente todas las áreas 
de la biología celular 


La traducción m nitro del ARNm de las 
cadenas ligeras de las inmunoglobuíinas 
en ríbosomas libres (carril I) da lugar a 
un producto que migra más lentamente 
que las cadenas ligeras secretadas (carril 
S) en la electroforesis en gel. Por el 
contrario, las cadenas ligeras sintetizadas 
por la traducción ni nitro en ribosomas 
unidos a membranas (carril 2) tienen el 
mismo tamaño que las cadenas ligeras 
secretadas. Además, a los productos de la 
traducción tn ritmen rihosomas unidos a 
membrana no les afectó la digestión 
posterior con proteasas (carril 3), lo que 
indica que estaban protegidos de tas 
proteasas por la inserción en los 
mícrosomas, 
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Animación web 


Dirección cotraduccional 
de proteínas de secreción al RE 

En las células de mamífero, 

¡a principal vía de tras locación 
de proteínas al RE es una vía 
cotraducdonal que requiere 
la presencia de una secuencia señal 
en la proteina recién formada. 


Figura 1 0,8 Dirección cotraduccional de proteínas de secreción al RE, Paso 1: 

A medida que la secuencia señal emerge del ribosoma, es reconocida y unida a la 
partícula de reconocimiento de la señal (PRS). Faso 2: La PRS acompaña al complei 
hasta La membrana del RE, donde se une al receptor de La PRS. Paso La PRS se 
libera, el ribosoma se une a un translocón y la secuencia señal se inserta en un canil 
de membrana, Paso 4: La secuencia señal abre el translocón. Se reanuda la 
traducción, y la cadena polipeptídica en crecimiento es translocada a través de la 
membrana, Paso 5: La escisión de la secuencia señal por la peptidasa de Ja señal 
libera el polipéptido en la luz del RE, 


En las levaduras y en las células de los mamíferos, los transí acones que 
atraviesan la membrana del RE están constituidos por tres proteínas tra re- 
membran □, denominadas proteínas Secó!. Las proteínas Secól de las leva- 
duras y los mamíferos están estrechamente relacionadas con las proteínas! 
de la membrana plasmática que translocan los polipéptidos secretados en 
las bacterias, demostrándose una conservación significativa de la maquina- 
ria de secreción de proteínas en las células procariotas y eucaríotas 
transferencia del complejo ribosoma- ARNm desde la SRP al translocrn 
hace posible la interacción de la secuencia señal con cadenas laterales hidn> 
f obleas cortas localizadas en el estrecho cuello del canal del traslocón. A con- 
tinuación, se transfiere la cadena polipeptídica en crecimiento a través á- 
traslocón conforme continúa la traducción. Así, el proceso de la síntesis de 
proteínas dirige directamente la transferencia de las cadenas polipeptídica* 
en crecimiento a través del canal Secól y al interior del RE. A medida 
continúa la translocación, la peptidasa señal escinde la secuencia señal y el 
polipéptido es liberado en la luz del RE, 

Muchas proteínas en las levaduras, así como algunas proteínas en las cé- 
lulas de los mamíferos, son dirigidas al RE tras haber sido traducidas 
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^jra 10.9 Transí o catión postraduccional de las proteínas en el RE. Las 

jactemos destinadas a una interna lización postraduccional ai RE se sintetizan 
-- nrosamas libres y se mantienen en una conformación desplegada mediante 
Ac ererías citosólicas. Sus secuencias señal son reconocidas por el complejo 

63, que está asociado con el translocón en la membrana del RE. La proteína 
también está asociada con una protema chaperona (BiP), que actúa como un 
Ptrrquete^ molecular dirigiendo la translocación de la proteína al interior del RE. 


.-locación postraduccional), en lugar de ser transferidas al RE durante 
ts. síntesis en los ribosomas unidos a la membrana. Estas proteínas son sin- 
ftfcradas en ribosomas citosólicos libres, y su incorporación postraduccio- 
il RE no requiere una PRS. En su lugar, sus secuencias señal son recono- 
Dü.' por proteínas receptoras diferentes {el complejo Secó2/63) asociadas 
bbc el translocón en la membrana del RE (Fig. 1Ü.9). Se requieren las chape* 
citosólicas Hsp70 para mantener a las cadenas polípeptídicas en su 
rdormación primaria para que puedan penetrar en el translocón, y otra 
iar-emna Hsp70 en el interior del RE (denominada BiP) es necesaria para 
atrr.itir que la cadena polipeptídica atraviese el canal hasta el interior del 
3CE.- BiP actúa como un trinquete que dirige la frans locación postraduccio- 
de las proteínas en el RE, mientras que la translocacion cotraduccional 
se cadenas polipeptídicas en crecimiento es dirigida directamente por el 
píccedímiento de síntesis proteica. 

nserción de las proteínas en la membrana del RE 

^rs proteínas cuyo destino es ser secretadas o residir en la luz del RE, apa- 
de Golgi, o lisosomas son transí oca das a través de la membrana y libe* 
en la luz del RE tal como ya se ha descrito. Sin embargo, las proteínas 
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Figura 10.10 Orientaciones de las proteínas de membrana* Las proteínas 
integrales de la membrana atraviesan la membrana mediante regiones en alfa- 
hélíce de 20 a 25 aminoácidos hidrófobos, que pueden insertarse con distintas 
orientaciones. Las proteínas de la izquierda y del centro atraviesan la membrana 
una única vez, pero se diferencian en función de que sea el extremo amiro (N) o 
carboxílo (Q terminal el que está en el lado citoplásmico* A la derecha hay un 
ejemplo de una proteína que tiene múltiples regiones que atraviesan la membrana. 


destinadas a incorporarse en la membrana plasmática o en Ja membrana del 
RE, Golgi, o lisosomas se insertan irdcialmente en la membrana del RE en 
lugar de ser liberadas a la luz. Desde la membrana del RE continúan hasta 
su destino fina! por la misma ruta que la de las proteínas secretadas: 
RE Golgi — > Membrana plasmática o lisosomas. Sin embargo, estas pro 
teínas son transportadas a lo largo de esta ruta como componentes de la 
membrana, en lugar de como proteínas solubles. 

Las proteínas integrales de la membrana se incluyen en la membrana 
mediante regiones hidrofóbicas que atraviesan la bicapa lipidies (véase 
Eig. 2.25). Las partes de estas proteínas que atraviesan la membrana suelen 
ser regiones en hélice alfa constituidas por 20 a 25 aminoácidos hidrófobos 
La formación de una hélice alfa maxímiza los puentes de hidrógeno entre 
los enlaces peptídicos, y las cadenas laterales hidrófobas de los aminoáci- 
dos ínteraccionan con las colas de ácidos grasos de los fosf olí pidos. Sin em- 
bargo, las distintas proteínas integrales de la membrana difieren en cómo 
están insertadas, (Fjg, 10.10). Por ejemplo, mientras que algunas proteínas 
integrales atraviesan la membrana una sola vez, otras tienen múltiples re- 
giones que atraviesan la membrana. Además, algunas proteínas están 
orientadas en la membrana con su extremo amina-terminal en el lado cito* 
sólico; otras tienen su extremo carboxilo- termina i expuesto al cítosol. La 
orientación de las proteínas insertadas en el RE, Golgi, lisosomas y mem- 
branas plasmáticas se establece a medida que las cadenas polipeptídicas en 
crecimiento se translocan en el RE* La luz del RE equivale topológicamente 
al exterior de la célula, por lo que los dominios de Jas proteínas de la mem- 
brana plasmática que están expuestos en la superficie celular se correspon- 
den con las regiones de la cadena polipeptídica que se translocan al interior 
dei RE (Fig. 10 11). 

El mecanismo más directo de inserción en la membrana del RE da como 
resultado la síntesis de proteínas transmembrana orientadas con sus extre- 
mos carboxílo terminal hacia el ritosol (Fig* 10,12)* Estas proteínas tienen 
una secuencia señal amino terminal normal, que es escindida por la pepti- 
dasa señal durante Ja translocación de la cadena polipeptídica a través de la 
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: ?ura 10. 1 1 Topología de Ja vía secretora. La luz del retículo endoplásmico 

I -lel aparato de Golgi son topológicamente equivalentes al exterior de la célula. 

Por tanto, aquellas partes de las cadenas poUpeptídicas que se translocan al interior 
del RE son expuestas en la superficie celular tras su transporte a la membrana 
plasmática. 
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Figura 10.12 Inserción de una proteína de membrana con una secuencia sena 
susceptible de escisión y una única secuencia de detención de La transferencia. 

La secuencia señal se escinde a medida que la cadena polipeptídíca atraviesa la 
membrana, por lo que el extremo a mino terminal de la cadena polipeptídíca queda 
expuesto a la luz del RE. Sin embargo, la translocacián de la cadena polipeptídlca a 
través de la membrana es interrumpida cuando el translocon reconoce una secuencia 
transmembrana de detención déla transferencia, de modo que el translocon se 
cierra y la pro teína sale del canal lateralmente y se anda en la membrana del RE. La 
reanudación de la traducción da lugar a una proteím transmembrana cuyo extremo 
carboxilo terminal se encuentra en la cara citoplasma tica. 

membrana del RE por el translocon. Seguidamente se anclan a la membra- 
na por una segunda hélice alfa que atraviesa la membrana, localizada cu d 
centro de la pro teína. Esta secuencia transmembrana, denominada secuere 
cia de detención de la transferencia, determina el cierre del canal transió 
cóiv De este modo se bloquea que la cadena poíipeptídlca se siga trans- 
locando a través de la membrana del RE, por lo que la porción carboxilo 
terminal de la cadena polípeptídica en crecimiento se sintetiza en el citosol 
Ahora se produce la separación de las subunidades del translocon y el do- 
minio transmembrana de la protema penetra en la bicapa lípídica. Por tan- 
to, la inserción de estas proteínas en la membrana implica la acción secuen- 
cia! de dos elementos diferentes: una secuencia señal amino terminal 
susceptible de ser escindida que inicia la translocación a través de la mem- 
brana, y una secuencia transmembrana de detención de la transferencia que 
ancla la proteína a la membrana. 

Las proteínas también pueden andarse en la membrana del RE mediante 
secuencias señal internas que no son escindidas por la peptódasa señal 
(Fig. 10.13). Estas secuencias señal internas son reconocidas por la PRF y 
trasladadas a la membrana del RE de la manera vista hasta ahora. Sin embar- 
go, debido a que no son escindidas por la peptidasa señal, estas secuencia 
señal actúan como hélices alfa transmembrana que abandonan el canal de 
translocación y andan a las proteínas a la membrana del RE. Es importante 
señalar que las secuencias señal internas pueden estar orientadas de tal ma- 
nera que dirijan la translocación a través de la membrana bien del extremo 
amino o bien del extremo carboxilo terminal de la cadena polípeptídica. Por 
tanto, dependiendo de la orientación de la secuencia seña!, las proteínas in- 
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" tura 10.13 Inserción de proteínas de membrana con secuencias señal 
'tsmas que no se escinden. Las secuencias señal internas que no se escinden 
pueden dar lugar a la inserción de cadenas polipeptídicas en cualquier orientación 
.a membrana del RE. (A) La secuencia señal dirige la inserción del polipéptido 
de tal forma que su extremo amino terminal queda expuesto al lado citosólico* 

I resto de la cadena polipeptídica se transloca ai interior del RE a medida que 
ec ritinüa la traducción. La secuencia señal no se escinde, por lo que actúa como una 
ircuenda que atraviesa la membrana que anda la proteína a la membrana con su 
c* :remo carboxilo terminal en la luz del RE. (B) Otras secuencias señal internas se 
Tientan de tal manera que dirigen la transferencia de la porción amino terminal 
¿el polipéptido a través de la membrana. Al continuar la traducción se forma una 
protema que atraviesa la membrana del RE con su extremo amíno terminal en la 
luz y su extremo carboxilo terminal en el citosol. Obsérvese que esta orientación es 
ia misma que Ja que resulta de la inserción de una protema que contiene una 
secuencia señal que se escinde seguida de una secuencia de detención de la 
transferencia (véase Fig. 10.12). 


seriadas en la membrana mediante este mecanismo pueden tener bien su ex- 
:remo amino o bien su extremo carboxilo terminal expuesto al citosol. 

Las proteínas que atraviesan la membrana varias veces se piensa que son 
insertadas como resultado de una serie alternante de secuencias señal inter- 
nas y secuencias transmembrana de detención de la transferencia. Por ejem- 
plo, una secuencia señal interna puede dar lugar a la inserción en la mem- 
brana de una cadena poiipep tíd i ca con su extremo amino terminal en el 
lado citosóüco (Fig. 10.14). Si a continuación se encuentra una secuencia de 
detención de la transferencia, el polipéptido formará un bucle en la luz del 
RE, y la síntesis de la proteína continuará en el lado citosólico de la mem- 
brana. Si aparece una segunda secuencia señal, la cadena polipeptídica en 
crecimiento se insertará otra vez en el RE, dando lugar a otro dominio en 
forma de bucle en el lado citosólico de la membrana. A esto le puede seguir 
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Luz del retículo endopfásmico 


Secuencia 
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Figura 10.14 Inserción de una 
protema que atraviesa la membrana 
varías veces. En este ejemplo, una 
secuencia señal intema da lugar a la 
mserriÓTi de la cadena polipeptídica 
con su extremo amíno terminal en el 
lado citosólico de la membrana. Una 
secuencia de detención de la 
transferencia a continuación determina 
el cierre del canal de translocación, lo 
que provoca que la cadena 
polipeptídica forme un bucle en la luz: 
del RE, y la traducción continúa en eí 
citosoL Una segunda secuencia señal 
intema produce la reapertura del 
canal, lo que provoca la reinserción de 
la cadena polipeptídica en la 
membrana dei RE y formándose un 
bucle en el citosol. El proceso puede 
repetirse muchas veces, dando lugar a 
k inserción de proteínas con múltiples 
regiones que atraviesan la membrana. 


otra secuencia de detención de ia transferencia, por lo que una serle alter- 
nante de secuencias señal y de detención de la transferencia pueden dar lu- 
gar a la inserción de las proteínas que atraviesan Ja membrana varias veces 
con dominios en forma de bucle expuestos tanto a la luz del RE como ai 
lado riloplásmico. 

Como se analiza más adelante, la mayoría de las proteínas transmembra- 
na destinadas para otros compartimentos de la vía secretora se envían ¿ 
ellos en vesículas de transporte. Sin embargo, las proteínas que se incorpo- 
ran a la membrana nuclear interna (que es continua con el RE) difunden la- 
teralmente en la membrana en lugar de transportarse en vesículas. Algunos 
datos recientes indican que las proteínas de la membrana nuclear interna 
(como la emerína o LBR; véase Cap. 9) poseen secuencias transmembrana 
específicas que influyen en su interacción con el translocón y determinan su 
transporte a la membrana nuclear interna, en la que son retenidas a través 
de interacciones con diversos componentes nucleares, como las lamínitas oj 
la cromatina* 

Plegamiento y procesamiento de las proteínas en el RE 

El plegamiento de las cadenas polipeptídieas en sus conformaciones tridi- 
mensionales correctas, el ensamblaje de los polipéptidos en proteínas cons- 
tituidas por varias subunidades, y las modificaciones cova lentes implicadas 
en el procesamiento de las proteínas se trataron en el Capítulo 8. Con res- 
pecto a las proteínas que entran en la vía secretora, muchos de estos aconte- 
cimientos ocurren durante la translocación a través de la membrana del RE 
o en el interior de la luz del RE. Uno de estos procesos es la rotura proteolí- 
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Saca del péptido secuencia seria J a medida que la cadena polipeptídica se 
fc-?:oo a través de la membrana del RE. El RE es también el sitio donde 
st-"e lugar el plegamiento de las proteínas, el ensamblaje de proteínas de 
wanas subunidades, la formación de los puentes disulfuro, las primeras eta- 
fes de la glieosüación, y la adición de anclajes de glicolípidos a algunas pro- 
tenas de la membrana plasmática. De hecho, el papel principal de las proteí- 
nas de la luz del RE es catalizar el plegamiento y ensamblaje de los 
pokpéptidos recién translocados. 

Como ya se ha dicho, las proteínas se translocan a través de la membra- 
- : del RE a modo de cadenas polipep tí dicas sin plegar mientras prosigue 
m traducción. Por tanto, estos polípéptidos se pliegan en su conformación 
^dimensional en el RE, asistidos por las chaperonas moleculares que facili- 
tar el plegamiento de las cadenas polipeptídicas (véase Cap. 8), Se cree que 

-2 chapetona Hsp70, BiP, se une a la cadena polipeptídica sillín ^ _ “iíf 3 r 

libra na, v después media el plegamiento proteico v el ensa in- 
ternas con múltiples su bu ni dad es, en el interior deJ Rh (Fig. 
proteínas correctamente ensambladas son liberadas de BiP \ 

■unas, v así están disponibles para su transporte al aparato de 
roteínas plegadas de forma anómala o incorrecta mente unigam- 
ia ñas de degradación, como se estudia mas adelante. 

:¡ón de puentes di sulfuro entre las cadenas laterales de los resi- 
eina es un aspecto importante del plegamiento v ensamblaje 
.■I Rf . Estos puentes no suelen formarse en el cítosoi, que se ca* 

■ ser un ambiente reductor que mantiene la mayoría de los resi- 


Fígura 10.15 Plegamiento de 
proteínas en el RE. La chapetona 
molecular BíP se une a ias cadenas 
polipeptídicas cuando atraviesan la 
membrana del RE y favorece el 
plegamiento y el ensamblaje de 
proteínas en el RE. 
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ciña en su oslado reducido ( — SI I). En el RE, sin embargo, luí 
i dan te promuevo la formación de puentes d isulfuro iS — S) r v 
disulfuro formados en el RH desempeñan un papel importante 
ura de las proteínas secretadas \ de la superficie celular. La tor- 
>s puentes disulfuro está favorecida por la enzima prole! na di- 
■íerasa (véase Fig. 8.3) que se localiza en la luz de : RE 
'nos también solí glicosiladas en residuos específicos de aspano- 
asilacióii], en el Rí , mientras se están traduciendo (Fig. HLlb). 
:o en el Capítulo 8 eanse Ligs. 8.30 \ 8.3 1 ), se añaden unidades 
rióos constituidas por 14 residuos de azúcar a los residuos de 
de Lis cadenas polipeptídicas un crecimiento, míen Iras están 
locadas al RE. Fl oligosacárido se sintetiza en un transportador 
licol) anclaLlki en la membrana del RE. Después se transfiere 
nidad a los residuos de asparragina aceptores en la secuencia 
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Figura 10,16 
Glicosilarión de proteínas 
en el RE. 



Oolicol 


El Gligosaeárrdo se 
tranfiere desde un 
transportador i ip id ico de 
dolicoJ a tas cadenas 
poíipeptí dicas mientras 
están siendo 
transíocadas a través 
de la membrana de RE 


N-acetilghjcosamina -f 


Mañosa * 


Se eliminan tres 
residuos de glucosa 
mediante dos enzimas 
distintas 


Glucosa 


Luz det retículo endoplásir c: 


consenso Asn-X-Ser/Thr mediante una enzima unida a la membrana deno- 
minada oligosacaril transferasa. Tres residuos de glucosa son eliminad tt 
mientas que la proteina permanece en el RE, y la proteína se modifica aur 
más tras ser transportada al aparato de Golgi (analizado más adelante i 
este capítulo), La glicosil ación ayuda a evitar la agregación de proteínas - 
el RE y añade señales para su ulterior distribución en la vía secretoria. 

Algunas proteínas se andan a la membrana plasmática mediante glicoh- 
pidos en lugar de mediante regiones de la cadena polipeptidica que atravie- 
san la membrana. Debido a que estos glicolípidos anclados a la membrana 
contienen f osfat í d iünositol , se denominan andajes de glicosilfosfatidii- 
inositol (GFI) cuya estructura se muestra en la Figura 836. Los anclajes f 
GF1 se ensamblan en la membrana de i RE. Se unen inmediatamente des- 
pués de completarse la síntesis de las proteínas, al residuo carboxilo termi- 
nal de algunas proteínas ancladas en la membrana por una secuencia hidro- 
fobia C-terminal (Fig. ID. 17), La secuencia C-terminal de la proteina 
escindida e intercambiada por el anda GPI, por lo que estas proteínas per- 
manecen unidas a la membrana sólo a través del glicolípído, Al igual qut 
las proteínas transmembrana, son transportadas a la superficie celular 
como componentes de la membrana a través de la vía secretora. Su orienta- 
ción en el RE determina que las proteínas andadas al GFI sean expues::- 
hacia el exterior de la célula, permaneciendo unidas a la membrana a través 
del anclaje de GFI. 

Control de calidad en el RE 

Muchas de las proteínas sintetizadas en el RE son rápidamente degradadas 
principalmente porque no se pliegan correctamente; otras residen en el RE 
durante varías horas mientras que son plegadas correctamente. Así, un p.v 
peí importante del RE es identificar las proteínas mal plegadas, marcarla> v 
dirigirlas a una vía de degradación. Puesto que asisten al correcto plega- 
miento de las proteínas, las chaperonas y las enzimas del procesamiento 
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Figura 10.17 Unión de los anclajes 
de CFI. Los anclajes de 
gl i cosilíásfatidl Hnosito I (G FI ) 
contienen dos cadenas de ácidos 
grasos, un resto oligosacárido 
constituido por inositol y otros 
azúcares, y etanolamína (véase Fig, 
8.36 para uña estructura más 
detallada). Los anclajes de GFI se 
ensamblan en el RE y se unen a los 
polipéptidos anclados en la membrana 
por una región carboxiio terminal que 
atraviesa la membrana. La región que 
atraviesa la membrana se escinde, y el 
nuevo extremo carboxiio terminal se 
une al grupo MIL de la etanolamína 
inmediatamente después de que haya 
finalizado la traducción, dejando a la 
proteína unida a la membrana 
mediante el anclaje de GFI. 


del RE 


r - i te ico del lumen del RE a menudo actúan como sensores de proteínas 
t plegadas. El proceso de control de calidad del RE es complejo e implica 
BiP, otras chapetonas, la disulfuro protema isomerasa, y un gran número de 
rr teínas accesorias. En una vía conocida participan la glicoproteína chape- 
pona, calreticulina, la cual reconoce los oltgosa cari dos sometidos a un pro- 
fanamiento pardal de las glicoprotemas recién traducidas y facilita el plega- 
ir ento correcto de la glicoproteína (Fig. 10.18). La escisión del residuo del 
r : nínal de gí ticos a del oligosacárido induce la liberación de Ja glíeoproteí- 
~a de ¡a calreticulina y hace posible su reconocimiento por un sensor de pic- 
amiento de proteínas que dirige a las proteínas plegadas correctamente 
‘acia el RE transicional Sin embargo, cuando el plegamiento es incorrecto, 
, sensor añade de nuevo el residuo de glucosa a la cadena oligosacarídica 
: ^ra devolverla a calreticulina que realiza una nueva tentativa de plega- 
ra i en t o correcto. Las gli copre teínas de plegamiento totalmente incorrecto 
que no puede modificarse se envían a una vía de degradación que supone 
su retrotranslocación a través del translocón. En el citoplasma, la proteína 

marca mediante ubiquiti nación y se degrada por d proteosoma del 
modo descrito en el Capítulo 8. 

Además de actuar como una chapetona, BiP juega un papel central como 
sensor del estado general del plegamiento proteico en el interior celular. Si 
se acumula un exceso de proteínas sin plegar, como puede resultar de una 
diversidad de tipos de estrés celular, la señalización vía BÍF inicia un proce- 
do conocido como la respuesta a proteínas no plegadas (Fig. 10.19). Los ni- 
eles de BiP en el lumen del RE normalmente son suficientes no sólo para 
funcionar en el importe proteico y su plegamiento sino también para unirse 
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0 18 P I ega m i e nto de prole ín a s p o r ca 1 retí c u I ma. Du rante s u salida 
del canal del transí ocón, se escinden dos residuos de glucosa 
ii:.- pro teína para permitir la unión de la calreticulina que facilitará 
tiento. La escisión del restante residuo de glucosa pone punto final 
acción con la calreticulina y la glicoproteína para liberara estas últimas, 
sensor de plega miento de proteínas valora las regiones hidrofóbicas expuestas 
«J nn de evaluar el grado de plegamiento de la glicoproteína. La ausencia 

regiones implica el plegamiento correcto de la proteína, que se dirige al RE 
nal. Si el plegamiento de la glicoproteína fuera Incorrecto, el sensor, 
posee actividad glucosíltransferasa, añadirá de nuevo un residuo de glucosa 
K 3 que la glicoproteína regrese al ciclo de la chapecaría calreticulina. Si el sensor 
aeetara un número excesivamente alto de regiones hidrofóbicas y la protema 
: r . diera plegarse correctamente, se escindirán los residuos de mañosa 
v$e remitirá de nuevo al citoplasma para su ubiquitinación y degradación 
reí pro tea soma. 


-*■ -lega miento proteico normal 

Gsosol 

Moléculas señalizadoras 



Respuesta a proteínas no plegadas 



Figura 10.19 Respuesta a proteínas 
no plegadas. La proteína chaperona, 
BiP, participa en el plegamiento de las 
proteínas en la luz del RE, (A) En una 
cálida no sometida a estrés hay 
suficiente BiP disponible para plegar 
las proteínas recién sintetizadas y para 
mantener varios tipos de moléculas 
señalizadoras de La membrana del HE 
inactivas. (B) El estrés celular, como el 
calor, el insulto químico o la infección 
vírica interfiere con el plegamiento 
proteico, de forma que se acumulan 
proteínas no plegadas en eí RE, El BiF 
posee una mayor afinidad por las 
proteínas no plegadas que por las 
moléculas de mi-m b ra na ¡¡en a 1 izado ra ? 
del RE, de modo que éstas son 
liberadas y se vuelven activas e inician 
la respuesta a proteínas no plegadas. 
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a moléculas señalizadoras y mantenerlas en un estado inactivo. Sin embar- 
go, si se acumula un exceso de proteínas sin plegar, compiten por el BiP dis- 
ponible. Esto produce la liberación de las moléculas que señalizan la res- 
puesta a proteínas no plegadas, que incluye una inhibición general de I 
síntesis proteica, un incremento de la expresión de chaperonas (como catres 
ticulina, disulfuro proteína isomerasa y del propio BiP) y un aumento de la 
degradación de ARNm que codifican proteínas de la vía secretoria. Estos 
aumentos se siguen de un aumento de la actividad del proteosoma para fa- 
vorecer la degradación de las proteínas mal plegadas (véase Fig. 10.18) y, en 
caso que estas medidas fueran insuficientes, la inducción de la muerte celu- 
lar programada o apoptosis (véase Cap* 17). 

RE liso y síntesis de lípidos 

Además de su actividad en el procesamiento de las proteínas secretadas v 
de membrana, el RE es el sitio principal en el que se sintetizan los lípidos de 
la membrana en las células eucariotas. Puesto que son extremadamente hi- 
drófobos, los lípidos se sintetizan asociados con membranas celulares y: 
existentes, en lugar de hacerlo en el ambiente acuoso del citosol. Aunque al- 
gunos lípidos se sintetizan asociados con otras membranas, la mayoría se 
sintetizan en el RE. Después son transportados, en vesículas o mediante 
proteínas transportadoras, desde el RE a sus destinos finales en otras menv 
branas ya sea por contacto directo entre el RE liso y las membranas de ia red 
trans del Golgí, en vesículas o mediante proteínas de transferencia de lípi- 
dos, como se abordará en el Capítulo 11. 

Las membranas de las células encanólas están compuestas por tres ti- 
pos fundamentales de lípidos: fosfolípidos, glicolípidos y colesteroL La 
mayoría de los fosfolípidos, que son los componentes estructurales básicos 
de la membrana, derivan dei gUceroL Son sintetizados en la cara cito plás- 
mica de la membrana del RE, a partir de precursores citosólicos híd resolu- 
bles (Fig. 10,20), En primer lugar los ácidos grasos se transfieren desde los 
transportadores de coenzima A al gl ice rol- 3- fosfato mediante una enzima 
unida a la membrana, y el fosfolípido resultante (ácido fos fatídico) se inser- 
ta en la membrana. Las enzimas en la cara citosólka del RE a continuación 
convierten el ácido fosfatídico en diacilglicerol y catalizan directamente I; 
adición de diferentes grupos de cabeza polares, dando lugar a la fosfatidil- 
colina, fosfatidilsérína, fosfatidiletanolamina y fosfatidilmositol. 

La síntesis de estos fosfolípidos en la cara ritoplásmica de la membrana 
dei RE permite que las cadenas hidrófobas de los ácidos grasos permanezcan 
ocultas en la membrana mientras que las enzimas unidas a la membrana ca- 
talizan sus reacciones con precursores hidrosolubles (p. ej., CDP-colina) en ei 
citosol, Sin embargo, y debido a esta topografía, los fosfolípidos nuevos sólo 
se añaden a la mitad citosol ica de la membrana del RE (Fig. 10.21). Para 
mantener una membrana estable, algunos de estos fosfolípidos de nueva 
síntesis deben transferirse a la otra mitad (la de la luz) de la bicapa dei RE 
Esta transferencia, que requiere el paso de un grupo polar a través de ta 
membrana, se ve facilitada por unas proteínas de membrana denominadas 
fl ipasas. Estas enzimas catalizan la translocación de fosfolípidos a través de 
la membrana del RE y garantizan el crecimiento equilibrado de ambas mita- 

Figura 10.20 Síntesis de fosfolípidos. Los g 1 íce ro fos f o I íp idos se sintetizan en la 
membrana del RE a partir de precursores citosólicos. En primer lugar dos ácidos P 
grasos unidos a los transportadores de coenzíma A (CoA) se unen al glicerol -3- fosfato, 
dando lugar al ácido fosfatídico, que simultáneamente se inserta en la membrana. 

A continuación una fosfataba convierte el ácido fosfatídico en diacilglicerol . La 
unión de diferentes grupos de cabeza polares al diacilglicerol da lugar a la 
formación de fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, tosía tidilserina y 
fosfatidilin osito!. 
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nueva síntesis 
incorporados 
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citosólica de 
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Figura 10.21 Translocadón de los fosfolípidos a través de La membrana del RE, 

Puesto que los fosfolípidos se sintetizan en la cara citosólica de la membrana del 
RE, sólo se añaden a la mitad citosólica de la bkapa. Posteriormente se translocan a 
través de la membrana mediante flipasas fosfolipídicas, dando lugar a un 
crecimiento uniforme de las dos mitades de la bicapa fosfolipídica. 


des de la bicapa. Se conocen varias familias de estas enzimas, algunas de las 
cuales translocan de manera específica ciertos fosfolípidos* 

Además de su papel en la síntesis de los glicero fosfolípidos, el RE tam- 
bién es el lugar principal de la síntesis de otros dos lípidos de membrana: 
celeste rol y ceramida (Fig. 1022). Como se tratará posteriormente, la cera- 
mída se convierte en glicolípidos o esfinge mielina (el único fosf olí pido de 
membrana que no deriva del glicero!) en el aparato de GolgL Por tanto, el 
RE es el responsable de la síntesis de los productos finales o de los precurso- 
res de todos los lípidos principales de las membranas encano tas. El c o leste- 
rol y la esfingomielína son componentes importantes de las balsas o rafts \\- 
pídicas, como se estudia en el Capítulo 13. 

El RE Uso es abundante en las células que son particularmente activas en 
eí metabolismo lipídico. Por ejemplo, las hormonas esteroideas se sintetizar 
(a partir del colesterol) en el RE, por lo que se encuentra una gran cantidad 
de RE liso en las células que producen asteroides, como las de los testículos 
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7 gura 10.22 Estructura del colesterol y de la ceramida. Los carbonos 
de ios anillos do colesterol se muestran sin los hidrógenos unidos. 


t del ovario. Además, el RE liso es abundante en el hígado, donde contiene 
ázimas que meta bol izan varios compuestos liposolubles, Estas enzimas 
ies intoxicantes inactivan un número importante de drogas potencial mente 
nocivas (p. ej., fenobarbital), convirtiéndolas en compuestos hidrosoiubles 
■pe pueden eliminarse del cuerpo a través de la orina. Por tanto, el RE liso 
está implicado en nuil tiples aspectos del metabolismo de los lípidos y de los 
compuestos liposolubles. 

Exportación de proteínas y lípidos desde el RE 

Tanto las proteínas como los lípidos migran a través de la vía secretora en 
esícuias de transporte, que se originan por gemación en la membrana de 
un orgánulo y se funden posteriormente con la membrana de otro. Así, las 
moléculas son exportadas desde el RE en vesículas que se originan por ge- 
mac ion en el RE y que, en primer lugar, transportan su contenido al compar- 
■ mentó intermedio RE-Golgi y después al aparato de Golgi (Fíg, 10.23). Pa- 
sos posteriores en la vía secretora suponen el transporte de vesículas entre 
compartimentos diferentes del Golgi y desde el Golgi a los endósenlas, li so- 
bornas o a la membrana plasmática. En cada caso, las proteínas en la luz de 
un orgánulo se empaquetan en una vesícula de transporte que se va a escin- 
dir por gemación, y después se liberan en la luz del orgánulo receptor tras la 
fusión de la vesícula. Las proteínas de membrana y los lípidos se transpor- 
to de forma similar, y es digno de mencionar que su orientación topo lógica 
se mantiene al viajar desde un orgánulo rodeado por membrana a otro. Por 
ejemplo, los dominios de una proteína expuestos en la cara dtosólica de la 
membrana del RE también estarán expuestos en la cara dtosólica de las 
membranas del Golgi y plasmática, mientras que los dominios de una pro- 
teína expuestos en la cara luminal de la membrana del RE estarán expuestos 
en la cara luminal del Golgi y al exterior de la célula (véase Fig. 10.11 ). 
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Figura 10.23 Transporte de vesículas 
desde el RE hasta el GolgL Las 

proteínas y los lípidos se transportan 
desde el RE hasta el Golgi en vesículas 
de transporte que se originan por 
gemación de la membrana del RE y 
después se fusionan para formar las 
vesículas v los tubulos del 
compartimento intermedio RE-Goígí 
(C1REG)* Las proteínas luminales del 
RE son captadas por las vesículas y 
liberadas en la luz del Golgi. Las 
proteínas de membrana mantienen la 
misma orientación en el Golgi que en 
el RE. 
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Figura 10.24 Señales de exporte 
desde el RE. Las proteínas que se 
transportan desde el RE al aparato de 
Golgi se marcan con señales de 
exportación que inducen su 
incorporación a vesículas que salen 
por gemación del RE transí clona 1. 

Las proteínas transmembrana son 
reconocidas por secuencias señal di- 
acid í cas (por ejemplo, Asp-Ásp o On- 
dulo di-hidrofóbicas (por ejemplo, 
Met-Mel) presentes en sus segmentos 
citosólicos. Algunas de estas proteínas 
transmembrana actúan como 
receptores de proteínas ancladas por 
GPI que son reconocidas por esta 
molécula y por proteínas de la luz 
capaces de identificar secuencias señal 
o zonas señal presentes en las 
proteínas plegadas. 


La mayoría de las proteínas que entran en el RE transidonaJ (el primer 
punto de ramificación de la vía secretora) se mueven a través del compar- 
timento intermedio RE-Golgi hacia el Golgi. Estas proteínas están marca- 
das por secuencias que señalizan su exporte o su retención en el RE (Fig. 
10,24). Muchas proteínas transmembrana poseen secuencias amínoacídicas 
diacídicas o di-hidrofóbicas en sus dominios citosólicos que funcionan 
como señales de exporte del RE, Tanto las proteínas andadas a GFI (que es- 
tán marcadas para su exporte por parte de sus andas GFI) como las proteí- 
nas secretoras de la luz parecen ser reconocidas y secuestradas por estas 
proteínas receptoras transmembrana. Muy pocas señales de exporte del RE 
han sido detectadas en proteínas secretoras de la luz y su reconocimiento 
por los receptores de transporte transmembrana puede depender de la mor- 
fología de la proteína de plega miento correcto. También es posible que exis- 
ta una vía por la que a través de proteínas sin ninguna otra marca presentes 
en la luz del RE se trasladan por defecto al Golgi y más allá. 
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5; se permite que las proteínas que funcionan en el interior del RE (inclu- 
itr Jo BiP, peptidasa señal, disulfuro proteína isomerasa y otras enzimas 
*-_ilizadas anteriormente) procedan a ¡o largo de la vía secretora, se perde- 
set. para ia célula. Así, muchas de estas proteínas tienen una secuencia dia- 
^ Lys-Asp-Glu-Leu (KDEL, en el código de una letra) en su extremo carbo- 

. terminal que dirige su recuperación hacia el RE. Si se deleciona esta 
secuencia en una proteína que normalmente funciona en el RE (por ejem- 
: *o 3iP o disulfuro proteína isomerasa), la proteína motada es transportada 
& Gclgí y secretada al exterior celular. Por el contrario, la adición de la se- 
cuencia KDEL al extremo carboxilo terminal de las proteínas que normal- 
x % ote son secretadas hace que sean retenidas en el RE. La retención de ah 
guitas proteínas transmembrana en el RE está dictada de una manera 
anular por secuencias Oterminales cortas que contienen dos residuos de li- 
ña i secuencias KKXX). 

Es interesante destacar que las señales KDEL y KKXX no impiden que las 
proteínas solubles del RE sean empaquetadas en vesículas y transportadas 
i Golgi. Lo que sucede es que estas señales provocan que las proteínas resi- 
¿entes en el RE sean recuperadas selectivamente del compartimento inter- 
m i-dio RE-Golgi o del complejo de Golgi y devueltas al RE a través de una 
de reciclado (Fig. 10.25). Las proteínas que portan las secuencias KDEL 
y KKXX parece que se unen a receptores específicos para el reciclado en la 
membrana de estos compartimentos y posteriormente son transportadas 
¿electivamente de vuelta hacia el RE. Las secuencias KDEL y KKXX son las 
señales de retención/ recuperación mejor caracterizadas, pero pueden existir 
otras. Otras proteínas son recuperadas porque se unen específicamente a 
proteínas que contienen la secuencia KDEL como BiP. Así, el movimiento 
er ntintiado a lo largo de la vía secretora o su recuperación deí Golgi al RE, 
. instituye el segundo punto de ramificación con el que se encuentran las 
p r teínas cuando están siendo organizadas en sus destinos correctos. Puntos 
: ramificación similares surgen en cada estadio subsiguiente del transpor- 
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Figura \ 0.2 S Recuperación de las 
proteínas residentes en el RE. Las 

proteínas destinadas a permanecer en 
la luz det RE se encuentran marcadas 
por secuencias de recuperación en su 
extremo carboxilo terminal. Estas 
proteínas son exportadas desde el RE 
al Golgi por el flujo masivo no 
selectivo de proteínas a través de la vía 
secretora, pero son reconocidas por un 
receptor en el compartimento 
intermedio RE -Golgi (CIREG) o en el 
aparato de Golgi y son devueltas 
selectivamente al RE. 
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te, como la retención en el Golgi frente a su exporte a endosomas, a los liso- 
somas o i a membrana plasmática. En cada caso, señales de localización 
específicas dirigen a las proteínas a sus correspondientes destinos intraceJu- 
lares correctos. 

Aparato de Colgi 

El aparato de Golgi, o el complejo de Golgí, funciona como una fábrica en 
la que las proteínas recibidas desde e) RE se reprocesan y distribuyen para 
ser transportadas a sus destinos finales: los lisosomas, la membrana plas- 
mática o la secreción. Además, como ya se ha mencionado, los glicolípidos 
y la esfingomielina son sintetizados en el Golgi, En las células vegetales, el 
aparato de Golgi, además, es el sitio en el que se sintetizan los polisacáridos 
complejos de la pared celular. Así, el aparato de Golgi está implicado en 
procesar el amplio espectro de constituyentes celulares que viajan a lo largo 
de la vía secretora. 

Organización del Golgi 

En la mayoría de las células, el Golgi está compuesto por unas bolsas api a- 
nadas, rodeadas de membrana (cisternas) y por vesículas asociadas (Fig, 
10.26)* Un aspecto llamativo del aparato de Golgi es su polaridad tanto en 
la estructura como en la función. Las proteínas procedentes del RE entrar 
por su cara cis convexa (cara de entrada), y habítualmente se orienta hacia 
el núcleo. Entonces son transportadas a través del Golgi y salen por su cara 
cóncava trans (cara de salida). Según atraviesan el Golgi, las proteínas se 
modifican y se distribuyen para el transporte a sus destinos finales en la 
célula. 

El aparato de Golgi consta de un gran número de compartimentos db- 
cretos, por lo que habitualmente se divide en cuatro regiones funcionalo 
diferentes: la red cis del Golgi, el apilamiento del Golgi (que se divide en 
ios subcompartimentos medial y frarcs) y la red trans del Golgi (Fig, 10.27* 
Los diferentes procesos de procesamiento y distribución tienen lugar en 



Figura 10,26 M i crofoto grafía 
electrónica de un aparato de GolgL 

El aparato de Golgi está constituido 
por una pila de cisternas aplanadas y 
vesículas asociadas* Las proteínas y 
I ¡pidos procedentes del RE entran en el 
aparato de Golgi por su cara cis y salen 
por su cara trans, (Cortesía del Dr L, 
Andrew Staehelin, Universidad de 
Colorado en Boubler) 


Cara cis 



Cara trans 
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Figura 10,27 Regiones del 
aparato de Golgi. Las vesículas 
procedentes deí RE se fusionan 
para formar el compartimento 
intermedio RE-Gd¡gi ( ClREG) , y 
entonces las proteínas del RE se 
transportan a la red cis del Golgi, 
Las proteínas residentes en el RE 
son devueltas desde el 
compartimento intermedio RE- 
Golgi y desde la red cis del Golgi a 
través de la vía de reciclaje. Los 
compartimentos medial y trans del 
api! amiento del Golgi se 
corresponden con las cisternas de 
la porción medial del complejo de 
Golgi y son los lugares donde se 
producen la mayoría de las 
modificaciones de las proteínas. 

Las proteínas se transportan 
después a la red trans del Golgi, 
donde se distribuyen para el 
transporte a la membrana 
plasmática, para ser secretadas, o 
hacia los lisosomas. Las proteínas 
atraviesan el aparato de Golgi en 
dirección cis- trans en el interior de 
las cisternas de Golgi, mientras que 
las vesículas de transporte se 
ocupan de devolver las proteínas 
residentes del Golgi a los 
compartimentos Iniciales de este 
aparato para su inutilización. 


fEM Animación web 

na secuencia ordenada en las diferentes regiones del aparato de Golgi y en 
algunos trabajos recientes de estudio de proteínas fluorescentes en células 
i ivas (que se describirán en una sección posterior de este capítulo) se ha ob- 
servado que algunas proteínas específicas se procesan en distintas regiones 
Je cada cisterna del Golgi, Las proteínas del RE se transportan al compartí- 

- ento intermedio del Golgi- RE y pasan al aparato de Golgi a través de la 
red cis del Golgi, en 3a que se comienzan las reacciones de modificación de 
proteínas, Hpidos y polisacáridos. Posteriormente atraviesan los comparti- 

- en tos medial y trans en los que son sometidos a nuevas modificaciones y 
migran a la red trans del Golgi, que actúa como un centro de organización y 
distribución que dirige el tráfico molecular hacía los endosomas, los lisoso- 
mas, la membrana plasmática o el exterior de la célula. 

El mecanismo por el que las proteínas se desplazan a través del aparato 
de Golgi ha sido objeto de controversia durante muchos años, Sin embargo, 
en algunos estudios se han obtenido datos firmes que indican el transporte 
de las proteínas a través de los compartimentos de las cisternas deí Golgi, 
en las que madurarían de manera gradual y migrarían de forma paulatina a 
través del aparato en dirección cis-trans en Jugar de hacerlo en el interior de 
vesículas de transporte (véase Fig, 10,27). En lugar de ocuparse del trans- 
norte de proteínas a través del apeamiento del Golgi en dirección ds-tmns, 
estas vesículas asmadas al aparato de Golgi se encargarían de devolver a 
tas proteínas residentes del Golgi a los compartimentos iniciales de este 
aparato para su reutiliz ación. La desaparición de la estructura organizada 
del aparato de Golgi cuando se inhibe el transporte de vesículas desde el RE 
pone de relieve la importancia que reviste este dinámico proceso en el man* 


La organización del Golgi 
El aparato de Golgi está compuesto 
por sacos aplastados encerrados por 
membranas que reciben proteínas 
del RE r las procesan y las dirigen 
a sus eventuales destinos. 
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Figura 10,20 Procesamiento 
de los N-olígosacáridos en el Golgi. 

Los N-oligosa cari dos de las 
glicoproteínas transportadas desde 
el RE son modificados posteriormente 
medíante una secuencia ordenada 
de reacciones en el Golgi. 


i 


tenimiento de la estructura de dicho aparato. Los resultados de algunos es- 
tudios recientes señalan que el mantenimiento de la estructura dinámica 
del Golgi se basaría en interacciones establecidas entre proteínas de las 
membranas de las cisternas y el dtoesqueleto. 

Glicosilación de proteínas en el Golgi 

El procesamiento de las proteínas en el Golgi supone la modificación y sín- 
tesis de los restos de carbohidratos de las glácoproteínas* Uno de los aspec- 
tos principales de este procesamiento es la modificación de los N-oligosacá- 
ridos que se unieron a las proteínas en el RE. Como ya se ha tratado en este 
capítulo, las proteínas se modifican en el RE al añadírseles un oligosacáride 
constituido por 14 residuos de azúcar (véase Fig. 10.16). Tres residuos de 
glucosa son eliminados mientras que los polipéptidos están en el RE, Tras e; 
transporte al aparato de Golgi, los N-oligosacáridos de estas glicopro teínas 
sufren diversas modificaciones posteriores. 

Los N-oligosacáridos se procesan en el aparato de Golgi mediante una 
secuencia ordenada de reacciones (Fig. 10.28). En la mayoría de los casos, la 
primera modificación de las proteínas destinadas a ser secretadas o a la 
membrana plasmática es la eliminación de otros cuatro residuos de mañosa 
A esto le sigue la adición secuencia! de una N-acetilglucosamina, la elimina- 
ción de dos mañosas más y la adición de una fucosa y de otras dos N-acetih 
glucosamínas. Finalmente, se añaden tres galactosas y tres residuos de áci- 
do siálico. Como se mencionó en el Capítulo 8, las distintas glícoproteínar 
se modifican por mecanismos distintos y en grados diferentes durante su 
paso a través del Golgi, dependiendo tanto de la estructura de la proteína 
como de las enzimas implicadas en el proceso presentes en los complejos 
de Golgi de cada tipo celular. Por consiguiente, las proteínas pueden salir 
del Golgi con diversos N-oligosacáridos. Las enzimas que llevan a cabo la 
adición de residuos de azúcar, glicosíltransferasas, y aquellas que los elimi- 
nan, glícosidasas, están bien caracterizadas, pero la base de su localización 
en cisternas específicas del Golgi es desconocida. 






XII 


Distribución y transporte de proteínas 




Prote fna 
üsosómica 


_v_ 


0 VacetfJgJucosamina 
0 Mañosa 



Figura 10.29 Mareaje y dirección de 
tas proteínas lisosómicas mediante 
la fosforilación de los residuos de 
mañosa. Las proteínas destinadas a 
incorporarse en los lísosomas son 
reconocidas y modificadas 
específicamente mediante la adición de 
grupos fosfato a la posición 6 de ios 
residuos de mañosa. En el primer 
paso de la reacción, los fosfatos de 
N-acetilglucosamina se transfieren a 
los residuos de mañosa desde la 
U DP-3V aceti [glucosa m ina, 

A continuación se eliminan los grupos 
jV-acetilglucosamina dando lugar a 
manosa-6- fosfato. 


El procesamiento del N-olígosacárido de las proteínas lisosómicas difiere 
de las proteínas secretadas y de la membrana plasmática. Las proteínas 
trinadas a incorporarse en los Lisosomas, en vez de la eliminación inicial 
¿é -.res residuos de mañosa, son modificadas mediante una fosforilación de 
a mañosa. En el primer paso de esta reacción, se añade N-acetil glucosa mi- 
ra : -tato a residuos específicos de mañosa, probablemente mientras la pro- 
tema aún está en la red ris dei Golgi (Fíg. 10,29). A esto le sigue la elimina- 
d n del grupo N-aceti Iglú cosa mina, dejando residuos de m an o sa-6- fosfato 
-r el V-oligosacárido, Debido a esta modificación, estos residuos no son cLi- 
“ mados durante el procesamiento posterior. En su lugar, el residuo de ma- 
ñosa fosí o rilado es reconocido específicamente por un receptor de mañosa - 

. ‘Stato en la red trans del Golgi, que dirige el transporte de estas proteínas 
3 ios i i soso mas. 

Por tanto, la fosforilación de los residuos de mañosa es un paso crucial 
en a distribución de las proteínas lisosómicas hacia su destino intracelular 
correcto. La especifidad de este proceso reside en la enzima que cataliza el 
primer paso en la secuencia de la reacción — la adición selectiva de iV-ace- 
tEglucosamina fosfato a las proteínas lisosómicas — . Esta enzima reconoce 
un determinante estructural que está presente en las proteínas lisosómicas 
rere no en las protemas destinadas a la membrana plasmática o a la secre- 
zié n. Este determinante de reconocimiento no es una simple secuencia de 
aminoácidos, sino que está constituido, en la proteína plegada, por la yux- 
".aposición de secuencias de aminoácidos de regiones diferentes de la cade- 
na polipeptídica, A diferencia dé las secuencias señal que dirigen la trans- 
lación de proteínas al RE, el determinante de reconocimiento que 
;onduce a la fosforilación de la mañosa — y que por tanto dirige finalmen- 
te las proteínas a los lisosomas — , depende de la conformación tridimen- 
sional de la proteína plegada. Estos determinantes se denominan regiones 
señal, a diferencia de las señales lineales tratadas previamente en este ca- 
pítulo. 

Las proteínas también pueden modificarse mediante la adición de carbo- 
hidratos a las cadenas laterales de residuos de serina y treonina que formen 
parte de secuencias especificas (O-glícosil ación) {véase Fíg. 8.32). Estas mo- 
dificaciones tienen lugar en ei aparato de Golgi mediante la adición secuen- 
cial de residuos únicos de azúcar. La serina o la treonina se suelen unir di- 
rectamente a la jV-ace tí Iga lactosa mina, a la que después pueden añadirse 
otros azúcares. En algunos casos, estos azúcares sufren modificaciones pos- 
teriores por la adición de grupos sulfato. 
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Metabolismo de lípídos y de polisacárídos en el Golgi 

Además de procesar v distribuir las glkopro teínas, el aparato de Golgi par- 
ticipa en el metabolismo lípídieo — concretamente, en la síntesis de glico] (pi- 
dos y esfingomielina — . Como ya se ha visto, los glicerofosf o lípídos, el co- 
lesterol y la ceramida se sintetizan en el RE, La esfingomielina y los 
giicolípidos se sintetizan a partir de la ceramida en el aparato de Golgi (Fig 
10,30), La esfingomielína (el único fosfolípido no glicérico en las membra- 
nas celulares) es sintetizada por la transferencia de un grupo fosforilcolina 
desde la fosfatídilcolina a la ceramida. Alternativamente, la adición de car 
hohidratos a la ceramida puede dar lugar a diferentes giicolípidos. 

La esfingomielina se sintetiza en la superficie luminal del Golgí, pero la 
glucosa se añade a la ceramida en la cara citosólíca. Sin embargo, parece Se: 
que la glucosí leerá mida se da la vuelta y los carbohidratos adicionales 
añaden en la cara luminal de la membrana. Los giicolípidos no son ca pao - 
de translocarse a través de la membrana del Golgi, así que se encuentra? 
solo en la mitad luminal de la bicapa de! Golgi como la mayoría de la est::- 
gomielma. Tras el transporte vesicular, se localizan en la cara externa de la 
membrana citoplasma tica, con sus grupos de cabeza polares expuestos eri 
la superficie celular Como se verá en el Capítulo 13, los residuos de oligosí 
cáridos de los giicolípidos son marcadores de superficie importantes en ti 
reco noc i m íen to célu 1 a -cél u la . 

En las células vegetales, el aparato de Golgi tiene la función añadida oí 
ser el lugar donde se sintetizan los polisacárídos complejos de la pared ce 
lar. Como se tratará con mayor detalle en el Capítulo 14, la pared celu ^ 
vegetal está compuesta por tres tipos principales de polisacárídos. La celu- 
losa, el constituyente predominante, es un polímero lineal de restos de 
cosa. Es sintetizado en la superficie celular por enzimas de la membr ñi 
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Figura 1 0.30 Síntesis de esfingomielina y giicolípidos. La ceramida, que es 
sintetizada en el RE, se convierte en esfingomielina (un fosfolípido) o en giicolípidos 
en el aparato de Golgi. En La primera reacción, un grupo fosforil colina se transfiere 
desde la fosfatídilcolina a la ceramida. Alternativamente, se pueden sintetizar 
diferentes giicolípidos añadiéndose uno o más residuos de azúcar (p. efi glucosa). 
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-tica. Sin embargo, ios otros polisacáridos de la pared celular (hemí- 
i- y pectinas) son moléculas complejas de cadena ramificada que se 
Hhitzan en el aparato de Golgi y que son transportadas posteriormente en 
■■Éniias a la superficie celular. La síntesis de estos polisacáridos de la pa- 
l celular es una función principal de la célula, y hasta el 80% de la activi- 
dad -reta bélica del aparato de Golgi en las células vegetales se dedica a la 
s de polisacáridos. 


retribución y exportación de proteínas 
r-í-sde eí aparato de Golgi 

las proteínas, al igual que los iípidos y los polisacáridos, son transportadas 
el aparato de Golgi a sus destinos finales a través de la vía secretora. 
Esa implica que las proteínas se distribuyan en diferentes tipos de vesículas 
a= transporté, las cuales saldrán por gemación desde la red trans del Golgi y 
fctfarán su contenido hasta la localización celular adecuada. (Fíg. 1031), Al- 
esnas proteínas se transportan desde el Golgi a la membrana plasmática, ya 
mi directamente o a través de end osomas de reciclaje como un comparti- 
mento intermedio. Otras proteínas se transportan a la superficie celular a 
:rr- es de una vía diferente de secreción regulada o bien se dirigen de mane- 
ra v-specífica a otros destinos celulares, como los endosomas tardíos y los li- 
so* mas en las células animales o las vacuolas en las levaduras. 

I as proteínas que realizan su función en el aparato de Golgi deben rete- 
sarse en ese orgánulo, en lugar de ser transportadas a través de la vía secre- 
x ra A diferencia del RE, todas las proteínas retenidas en el complejo de 
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Figura 1031 Transporte desde 
el aparato de Golgi, Las proteínas 
se distribuyen en la red trans del Golgi 
y se transportan en vesículas a sus 
destinos finales. Las proteínas se 
transportan a la membrana plasmática 
directamente o bien a través 
de endosomas de reciclaje. Por otra 
parte H las proteínas se distribuyen 
en distintas vesículas secretorias 
de secreción regulada. Asimismo, 
pueden dirigirse hacía los endosomas 
tardíos que darán lugar a iisosomas. 
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Sección III 


Golgi están asociadas con la membrana del Golgi en fugar de ser proteínas 
solubles en su interior Las señales responsables para la retención de algu- 
nas proteínas en el Golgi se han localizado en sus dominios transmembra- 
na, que retienen las proteínas en el aparato de Golgi impidiendo que sean 
empaquetadas en las vesículas de transporte que salen por la red trans del 
Golgi. Además, al igual que sucede con las secuencias KKXX de las proteí- 
nas de membrana residentes en el RE, las señales en las colas citoplásmicas 
de algunas proteínas del Golgi son responsables de la recuperación de estas 
proteínas desde compartimentos posteriores a lo largo de la vía secretora, 

El transporte desde eí aparato de Gotgi hacia la superficie celular puede 
darse a través de, al menos, tres vías (véase Fig. 10,31). La vía más sencilla 
consiste en el transporte directo de la red trans del Golgi hacia la membrana 
plasmática, lo que supone la incorporación de nuevas proteínas y lípidos en 
dicha membrana y la secreción continua de proteínas celulares. Por otra 
parte, las proteínas pueden migrar del Golgi hacia la membrana plasma tic? 
a través de endosomas de reciclaje que actúan como intermediarios y repre- 
sentan uno de los tres tipos de endosomas caracterizados en las células ani- 
males (como se tratará en una sección ulterior de este capítulo). 

Además de estas vías, que hacen posible una secreción proteica desrregu- 
lada continua, algunas células poseen una vía secretora regulada diferente 
de secreción de proteínas específicas como respuesta a señales ambientales 
Algunos ejemplos de ella serían la liberación de hormonas por parte de cé- 
lulas endocrinas, la liberación de neurotransmisor por parte de las neurona? 
y la Liberación de enzimas digestivas por parte de las células acínares pan- 
creáticas que se abordó al comienzo de este capítulo (véase Eíg. 10.2). Las 
proteínas se distribuyen a la vía secretora regulada en la red tmns del Golgi 
en la que son empaquetadas en vesículas secretoras especializadas. Aparen- 
temente, en esta distribución intervienen los receptores de transporte que 
reconocen regiones señal compartidas por las numerosas proteínas que mi- 
gra n a través de esta vía. Estos complejos receptor-proteína de transporte 
agregan de forma selectiva en las cisternas trans del Golgi y, a menudo, se 
fusionan entre sí para crear vesículas secretoras maduras. Estas vesículas a‘- 
macenarán proteínas hasta recibir señales específicas que induzcan su fu- 
sión con la membrana plasmática. Por ejemplo, las enzimas digestivas sin- 
tetizadas por las células atinares del páncreas se almacenan en vesícula^ 
secretoras maduras hasta que la presencia de alimentos en el estómago y d 
intestino delgado desencadene su secreción. 

Una complicación adicional en el transporte de las proteínas a la mem- 
brana plasmática surge en muchas células epiteliales que se encuentran pc- 
lanzadas en los tejidos. La membrana plasmática de dichas células se di'. - 
de en dos regiones distintas, el dominio apical y el dominio basolateraL 
que contienen proteínas específicas relacionadas con sus fundones diferen- 
ciadas, Por ejemplo, la membrana apical de las células epiteliales del intes- 
tino mira hada la luz del intestino y está especializada en la absorción eficaz 
de nutrientes; el resto de la célula está rodeada por la membrana basóla ít : i.. 
(Fig. 10.32), Los diferentes dominios de la membrana plasmática se encos- 
tran no sólo en las células epiteliales, sino también en otros tipos de células. 
Por tanto, las proteínas que salen de la red trans del Golgi se deben tr ¿re- 
portar de forma selectiva a dominios diferentes de la membrana plasmática, 
lo que se lleva a cabo mediante el embalaje selectivo de proteínas en vesícu- 
las de transporte dirigidas específicamente al dominio apical o basolaterd 
de la membrana plasmática, lo que puede producirse tanto en la red 
del Golgi como en endosomas de reciclaje. 

La vía de distribución de proteínas mejor caracterizada en el Golgi es & 
transporte selectivo hacia los lisosomas (véase Fig. 10.31 ). Como ya se hm 
visto, las proteínas cuyo destino es el interior de los lisosomas están mana- 
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- gura Í0J2 Transporte a la membrana plasmática de las células polarizadas. 

La membrana plasmática de las células epiteliales polarizadas se divide en los 
minios apical y basolateral. En este ejemplo (epitelio intestinal), la superficie 
apical de la célula mira hacia la luz del intestino, las superficies laterales están en 
. entacto con las células adyacentes V la superficie basal se apoya en una capa de 
matriz extracelular (la lámina basal). La membrana apical se caracteriza por la 
presencia de micro vellosidades, que facilitan la absorción de los nutrientes at 
aumentar la superficie. Las proteínas específicas son dirigidas a la membrana 
¿pical o a la membrana basolateral en la red trans del GolgL Las uniones estrechas 
entre las células adyacentes mantienen la identidad de las membranas apical y 
basolateral, al impedir ta difusión de las proteínas entre estos dominios. 


¿as con manosa-6-Jfosfato, que se origina por la modificación de sus N-oli- 
gosacáridos al poco tiempo de entrar en el aparato de Golgi. Un receptor es- 
pecífico en la membrana de la red trans del Golgi reconoce estos residuos de 
manosa-6-fosfato, Los complejos constituidos por el receptor más la enzima 
hsosórnica se empaquetan en vesículas de transporte destinadas a los endo- 
somas tardíos que posteriormente se convertirán en lisosomas maduros. 
Las proteínas cuyo destino es la membrana de los lisosomas están señaliza- 
das por secuencias en sus colas dtoplásmicas, en vez de por residuos de 
manosa-ó-f osé a to» 

En las levaduras y en las células vegetales, que carecen de lísosomas, las 
proteínas son transportadas desde el aparato de Golgi hacia un destino adi- 
cional; La vacuola (Fig. 10.33), En estas células, las vacuolas asumen la fun- 
dón de los lisosomas además de realizar otros cometidos, como el almace- 
namiento de nutrientes y el mantenimiento de la presión de turgencia y del 
equilibrio osmótico. A diferencia de las proteínas destinadas a los lisoso- 
mas, las proteínas se destinan a las vacuolas mediante secuencias peptídi- 
cas cortas en lugar de a través de señales de carbohidratos» 
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Figura 10.33 Vacuola de una célula vegetal. La gran 
vacuola centra] funciona como un lisosoma además de 
almacenar nutrientes y mantener el equilibrio osmótico. 
(E. H. New combe /Biológica! Photo Service.) 
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Mecanismo de transporte de las vesículas 

Las vesículas de transporte desempeñan un papel clave en el tráfico de b^ I 
moléculas entre los diferentes compartimentos rodeados de membrana que 
integran la vía secretora. Como se comentará en una sección posterior del 
este capítulo y en el Capítulo 13, las vesículas desempeñan una función sí- I 
milar en el transporte de material captado en la superficie celular El transa 
porte de las vesículas es, por tanto, una actividad celular fundamental, res- I 
ponsable del tráfico molecular entre diversos compartimentos rodeados per I 
membrana, específicos. Por tanto, la selectividad de dicho transporte resu - I 
ta clave para mantener la organización funcional de la célula. Por ejempL I 
las enzimas lisosómicas deben transportarse específicamente desde el apa- I 
rato de Golgi a los lisosomas — no a la membrana plasmática o al RE — A - I 
gunas de las señales que dirigen las proteínas a los orgá nulos específica 
como los lisosomas, ya se han tratado en este capítulo. Estas proteínas I 
transportan en vesículas, por lo que la especificidad del transporte se has* I 
en el empaquetamiento selectivo de la carga seleccionada en vesículas qm I 
reconozcan y se fusionen sólo con la membrana diana apropiada. Dada ii 
gran importancia que tiene el transporte de las vesículas en la organizad ód 1 
de la célula eueariota, el conocimiento de los mecanismos moleculares c ue 
controlan el empaquetamiento cíe las vesículas, la gemación, la distribuc: áe I 
y la fusión es un área principal de investigación en biología celular. 

Aproximaciones experimentales al conocimiento 
del transporte de las vesículas 

Tres abordajes experimentales diferentes han permitido avanzar en el > I 
cimiento de los mecanismos del transporte de las vesículas: (1) el aislarme» I 
to de motantes de levaduras defectuosas en el transporte y distribución fe I 
las proteínas; (2) la reconstitución del transporte de vesículas en sísterra^ I 
acelulares; (3) el análisis bioquímico de las vesículas sinápticas, que son mM 
responsables de la secreción regulada de los neurotransmisores por las r-s- 
roñas; (4) la identificación de la vía de proteínas de fusión marcadas con Gffl 
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meas a través de Ja vía secretora, y (5) el análisis proteómko de ciertos 
lientos secretorios. Cada uno de estos sistemas experimentales tie- 
ntes ventajas para el conocimiento de aspectos concretos del proce- 
: transporte y su utilización experimental ha hecho posible la identifica- 
ce mecanismos moleculares semejantes que regulan Ja secreción en 
is tan distintas como las levaduras y las neuronas de los mamíferos. 
Las levaduras son útiles para estudiar la vía secretora porque son suscep- 
de poderse realizar un análisis genético. Concretamente, Randy 
¡ y sus colaboradores han sido pioneros en el aislamiento de mu- 
i de levaduras defectuosos en el transporte vesicular. Estos incluyen 
fiantes defectuosos en varios pasos de la secreción proteica (imitantes 
mulantes incapaces de transportar proteínas a la vacuola, y mutantes 
apares de retener las proteínas residentes en el RE. El aislamiento de ta- 
^ matantes en las levaduras condujo a la clonación molecular y al análisis 
: * ^enes correspondientes, identificándose varias proteínas implicadas 
ersos pasos de la vía secretora. 

Los estudios bioquímicos sobre el transporte vesicular utilizando sistemas 
jt-.v r^rituídos han complementado estos estudios genéticos y han permitido 
a slar directamente proteínas de transporte en las células de mamíferos. El 
poner sistema de transporte acelular lo desarrolló James Rothman y colabo- 
«aüopes, que analizaron el transporte de proteínas entre los compartimentos 
aparato de Golgi. Se han desarrollado otros sistemas reconstituidos sími- 
Lres para analizar el transporte entre otros compartimentos, incluyendo el 
transporte desde el RE al Golgi y el transporte desde el Golgi a las vesículas 
-tereción, a las vacuolas y a la membrana plasmática. El desarrollo de es- 
3 - sistemas in vitro ha permitido realizar estudios bioquímicos del proceso 
«ie transporte y el análisis funcional de las proteínas identificadas medíante 
erutaciones en levaduras, así como el aislamiento directo de algunas de las 
: - 1 teínas implicadas en la gemación, y la fusión de las vesículas. 

Los estudios sobre la transmisión sinóptica en las neuronas, que repre- 
senta una forma altamente especializada de la secreción regulada, han reve- 
lado aspectos críticos de los mecanismos moleculares del transporte vesicu- 
lar. Una sinapsís es la unión de una neurona con otra célula, que puede ser 
e bien otra neurona o un efector, como una célula muscular. La información 
se transmite a través de la sinapsis mediante neurotransmísores químicos, 
como la acetileolina, que se almacenan en vesículas sinópticas. La estimula- 
ción de la neurona transmisora desencadena Ja fusión de las vesículas si- 


nópticas con la membrana plasmática, lo que produce la liberación de los 
reuro transmisores y la estimulación de la neurona postsináptica o célula 
-rectora. Las vesículas sinópticas son extremadamente abundantes en el ce- 
:vbro, lo que permite que se puedan purificar en grandes cantidades para el 
análisis bioquímico. Algunas de las proteínas aisladas de las vesículas si- 
nópticas están estrechamente relacionadas con las proteínas que, mediante 
análisis genético de levaduras y experimentos de reconstitución, se mostró 
que desempeñan un papel crítico en el transporte de las vesículas, por lo 
que el análisis bioquímico de estas proteínas ha revelado aspectos impor- 
tantes del mecanismo molecular de la fusión de las vesículas. 

Estudios recientes que empleaban proteínas de fusión con GFP han permi- 
tido visualizar vesículas de transporte que portan proteínas específicas para 
su visualizadón mediante inmunofluorescencia a medida que se mueven a 
través de la vía secretora. En estos experimentos, las células eran transfectadas 
con constmeriones de ADNc que codificaban para proteínas secretoras mar- 
cadas con la pro teína verde fluorescente (GFP) (véase Fig. 1.27). El progreso 
de las proteínas marcadas con GFP a través de la vía secretora puede seguirse 
en células vivas, permitiendo la caracterización de diversos aspectos de la di- 
námica e interaedones moleculares implicadas en el transporte vesicular. 
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Por último, en algunos trabajos recientes se han utilizado análisis proteó’ 
micos a gran escala de las proteínas presentes en ciertos compartimentos de 
la vía secretora. Por ejemplo, el aislamiento de compartimentos como el RE 
transición al o la red trans del Golgi y el análisis de su contenido proteico to- 
tal mediante espectrometría de masas (véase Fig. 2.31) ha permitido identi- 
ficar muchas proteínas desconocidas que intervienen en la selección y el 
empaquetamiento de la mercancía. 

Selección de la mercancía, proteínas de la cubierta 
y gemación vesicular 

Las vesículas de transporte que llevan proteínas secretoras desde el RE a 
otros compartimentos poste dores están recubiertas con proteínas de la cu- 
bierta citosólica, y por tanto se denominan vesículas cubiertas, Inicialmente, 
las proteínas secretoras se separan de las proteínas dirigidas a otros destinos 
y de las proteínas que deben permanecer en el RE (véase Fig. 10,24), Las cu- 
biertas se ensamblan a medida que las vesículas que contienen las proteínas 
secretoras se separan de la membrana donante, y generalmente se eliminan 
de la vesícula citosólica antes de que alcance su diana (Fig. 10.34). Algunas 
de las proteínas restantes permiten a las vesículas viajar sobre los microtú- 
bulos hasta sus dianas, mediante la interacción con motores moleculares es- 
pecíficos basados en tubulina como se describe en el Capítulo 12. En su 
membrana diana, las vesículas se detienen y fusionan con la membrana, li- 
berando su mercancía lurrtinal e insertando sus proteínas de membrana en 
la membrana diana. 

La formación de vesículas cubiertas está regulada por proteínas peque- 
ñas de unión a GTP relacionadas con Ras y Ran. Dos familias de protemas 
de unión, a GTP juegan papeles en la gemación de vesículas de transporte; 
factores de ADP-ribosilación (ARFs 1-3 y Sari) y una gran familia de pro- 
teínas Rab. Éstas regulan a las proteínas adaptadoras que interaedonan di- 
rectamente con una protema de la cubierta vesicular. La unión de proteínas 
de unión a GTP y proteínas adaptadoras establece una «plataforma» sobrt 


Figura 10.34 Formación y fusión de una vesícula 
de transporte. Las proteínas de membrana y las proteínas 
secretoras de la luz y sus receptores se recogen en ciertas 
regiones de una membrana donante en las que la formación 
de una cubierta citosólica dará lugar a la formación de una 
vesícula de transporte por gemación. Durante el transporte la 
cubierta se desensambla, y la vesícula de transporte llega V se 
fusiona con la membrana diana* 
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Figura 10.35 Transporte a través de vesículas 
cubiertas. Las vesículas cubiertas de COPtl 
transportan su mercancía del RE al aparato 
de GoJgí y las vesículas cubiertas de cía trina 
lo hacen en sentido retrógrado desde la red trans 
de! Golgi. Las moléculas secretoras migran 
a través de las cisternas en maduración 
del Golgi. Las vesículas cubiertas de cía trina 
también llevan a cabo un transporte retrógrado 
desde la membrana plasmática hacia los 
end osomas y otros orgánulos, como la red trans 
del Golgi y los lisosomas. Las vesículas 
cubiertas de CGPi recuperan proteínas 
residentes del CIREG y la red cis del Golgi 
y transportan a enzimas residentes en el aparato 
de Golgi desde la red trans hacia las cisternas. 


0 COPII @COPI (§) Clatrína 


La membrana para procesos específicos, como el reclutamiento de ciertas 
proteínas transmembrana y complejos proteína -receptor de transporte, ade- 
más del ensamblaje y la gemación de las vesículas de trasporte. Las proteí- 
nas individuales que integran el complejo (proteínas de la cubierta, pro- 
pinas adaptadoras y proteínas de unión a GTP) pueden intervenir en el 
ensamblaje de vesículas de transporte dirigidas a otros destinos o bien en La 
fusión de vesículas (que se tratará en otra sección de este capítulo), aunque 
cada complejo proteico es exclusivo de una vía particular de gemación, 
transporte o fusión. 

Se conocen tres familias de proteínas de cubierta de las vesículas: da tri- 
na, COPI y COPII (COP indica proteína de la cubierta). Las vesículas recu- 
biertas con estas proteínas interv ienen en el transporte entre distintos com- 
partimentos de la vía secretora (Fig. 10.35). Las vesículas cubiertas de 
COPII se encargan de transportar proteínas secretoras desde el RE al com- 
partimento intermedio RE-Golgi y el aparato de Golgi, de modo que salen 
por gemación del RE transicional y transportan su mercancía hacia etapas 
posteriores de la vía secretora. Por el contrario, las vesículas cubiertas de 
COPI abandonan el compartimento intermedio RE-Golgí por gemación y 
llevan su carga en sentido retrógrado para devolver a las proteínas residen- 
tes a los compartimentos anteriores de dicha vía. Por consiguiente, COPI es 
una proteína de cubierta presente tanto en las vesículas de recuperación que 
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Figura 10.36 Iniciación de una 
vesícula revestida de d atrina por 
ARF1 . La proteína pequeña de unión a 
GTP, ARFl, puede iniciar la formación 
de una vesícula revestida de clatrina 
en la membrana del trans Golgi. Una 
vez transportada a la membrana, 
ARF/GDP es activada en ARF/GTP 
por un factor de Intercambio de 
nudeótidos de guanina específica para 
ARF (ARF-GEF). ARF/GTP recluta 
una proteína adaptad ora GGA a la 
membrana y esta proteína recluta un 
receptor transmembrana que mantiene 
unida su mercancía de la luz, mediante 
la interacción con la cola citoplásmica 
del receptor. A continuación GGA 
recluta una segunda proteína 
adoptadora, API que sirve como sitio 
de unión para el ensamblaje de la 
cubierta de clatrina. 


devuelven a las proteínas residentes en el RE a compartimentos anteriores I 
de este orgánulo desde el compartimento intermedio RE-Golgi o la red cis I 
del Golgi como en las vesículas que recuperan enzimas de procesamiento I 
del Golgi de los compartimentos finales de este aparato. Por último, las ve- I 
sr cu las cubiertas de da trina se encargan del transporte bidireccional entre I 
la red del Golgi, los en d osomas, los lisosomas y la membrana plasma- I 

tica. 

En un primer momento se caracterizó el ensamblaje de las vesículas de I 
clatrina y hoy en día se sabe que el proceso de ensamblaje de las vesículas I 
cubiertas de COPJ V COP11 remeda en gran medida al anterior. La formación I 
de las vesículas cubiertas de clatrina requiere clatrina, la proteína de unión a I 
GTP ARFl y, al menos, dos tipos de proteínas adaptadoras (Fig. 10.36). En I 
primer lugar, el complejo ARF/GTP se une a proteínas de la membrana del I 
aparato de Golgi. Un factor de intercambio de nudeótidos de guanina de j 
ARF de la membrana estimula el intercambio de GDP por GTP. El complejo I 
ARF/GTP inicia el proceso de gemación al reclutar proteínas adaptadoras I 
que actuarán como sitios de unión tanto para los receptores transmembrana I 
como para clatrina. Clatrina desempeña un papel estructural en la gema- I 
ción vesicular mediante el ensamblaje de una estructura reticular con forma I 
de cesto que distorsiona la membrana y pone en marcha la gemación. Este 
proceso se representa en la Figura 10.37 para vesículas que se dirigen al liso- I 
soma. Durante el transporte, el GTP unido a ARFl se hídroliza a GDP y el I 
complejo ARF/GDP se libera de la membrana y se recicla. La liberación de I 
ARFl y la acción de enzimas que eliminan la cubierta debilita la unión del I 
complejo de la cubierta de clatrina, como consecuencia de lo cual las p rote i- I 
ñas chaperonas presentes en el citoplasma escindirán la mayor parte de las I 
proteínas de cubierta de la membrana vesicular (véase Fig. 10.34), 

Mientras que las vesículas de COPÍ y COPII poseen dianas limitadas, la_- I 
vesículas de clatrina salen del trans Golgi con diversos destinos: endoso- I 
mas, lisosomas o diferentes dominios de la membrana plasmática. Puesta I 
que estas dianas requieren mercancías específicas, diferentes proteínas pe- I 
quenas de unión a GTP y adaptadoras juegan un papel clave en el ensam- I 
blaje de vesículas con diferentes destinos. 

Fusión de las vesículas 

La fusión de una vesícula de transporte con su diana implica dos tipos de I 
acontecimientos. En primer lugar, la vesícula de transporte debe reconocer I 
específicamente la membrana diana correcta; por ejemplo, una vesícula que I 
transporta enzimas Jisosómicas tiene que llevar su carga sólo a los tisos¿- I 
mas. En segundo lugar, la membrana de la vesícula y la membrana diari I 
deben fusionarse, entregándose el contenido de la vesícula al orgánulo d:z- I 
na. Las investigaciones realizadas en los últimos años han conducido a un 
modelo de fusión vesicular en el que el reconocimiento específico entre uru 
vesícula y su diana está mediado por la interacción especifica entre pares det I 
proteínas transmembrana, seguido de la fusión entre las bicapas fosfolipídi- II 
cas de la vesícula y de la membrana diana. 

Las proteínas implicadas en la fusión de las vesículas se identificaron per I 
primera vez en el laboratorio de James Rothman, mediante el análisis b: - 
químico de sistemas de transporte vesicular reconstituidos procedentes át 
células de mamíferos. El análisis de las proteínas implicadas en la fusión de? I 
las vesículas en estos sistemas condujo a Rothman y a sus colaboradores ¿ I 
proponer que la fusión de vesículas estaría mediada por la interacción á ¿ 1 
pares específicos de proteínas transmembrana, denominadas SNARE, er la I 
membrana vesicular y la membrana diana (v -SNA RE y t-SNARE, respecti- 
va mente). La formación de complejos entre v-SNARE y l-SNARE daría te I 
gar a la fusión de las membranas. Esta hipótesis se vio respaldada por k I 
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dentifícación de SNARE presentes en vesículas sinópticas y el descubri- 
miento de matantes de secreción en levaduras que parecían codificar las 
'\ARE necesarias para diversos sucesos del transporte vesicular. Por ejem- 
plo, el transporte desde el RE hasta el Golgi en levaduras requiere SNARE 
específicas que están localizadas tanto en la membrana vesicular como en la 
membrana diana. 

Algunos estudios posteriores han confirmado que las SNARE son nece- 
sarias para la fusión de una vesícula con una membrana diana y que el apa- 
reamiento SNARE-SNARE proporciona la energía necesaria para acercar 
ambas b icapas lo suficiente como para desestabilizarlas y fusionarlas. Sin 
embargo, la llegada, unión y fusión de las vesículas de transporte a mem- 
branas diana específicas también está mediada por complejos proteicos de 
ensamblaje seeuendal muy parecido al que da lugar a la gemación de las 
vesículas de transporte. La Rab de proteínas pertenecientes a las proteínas 
pequeñas de unión a GTP, desempeña papeles clave en la llegada de las ve- 
sículas de transporte. Las proteínas Rab, al igual que la familia ARF, partici- 
pan en muchas de las reacciones de gemación y fusión de vesículas durante 
el transporte vesicular. Más de 60 proteínas Rab diferentes han sido identi- 
ficadas e implicadas en procesos específicos del transporte vesicular (Tabla 
10.1). Funcionan en muchos pasos del tráfico vesicular, incluyendo la inter- 
acción con las SNARE para regular v facilitar la formación de los complejos 
SNARE /SNARE. 

Las proteínas Rab individuales o combinaciones de proteínas Rab caracte- 
rizan a distintos orgánulos y vesículas de transporte, así que su localización 


Figura 10.37 Incorporación de 
proteínas fisosómkas a vesículas 
revestidas por cf atrilla. Las proteínas 
dirigidas a los lisosomas están 
marcadas por manosa-6-fosfato, que se 
une a los receptores de manosa-6- 
fosfato en la red trans del Golgi. Los 
receptores de manosa-6-fosfato 
atraviesan la membrana del Golgi y 
actúan como sitios de unión para las 
proteínas adaptad oras dtosólicas, que 
a su vez se unen a la dañina . Las 
el a trinas están constituidas por tres 
cadenas proteicas que se asocian entre 
sí para formar una red semejante a la 
de las canastas de baloncesto, que 
distorsiona la membrana y dirige la 
gemación de las vesículas. 
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■ El síndrome de Griscelli es una 
patología poco frecuente causada 
por mutaciones en el gen que 
codifica para Rab27a* Rab27a 
parece jugar un papel clave 
en el transporte de vesículas 
que contienen pigmentos 
(m el a n oso mas) a la piel y el pelo, 
y en la exocitosis de las vesículas 
de los linfocFtos T. Los pacientes con 
el síndrome de Griscelli exhiben 
un albinismo (falta de pigmentos) 
pardal y son inmimodeficientes. 



Tabla 10.1 Proteínas de unión a Rab GTP y sus dianas de acdón 


Pasos del transporte 

Proteínas Rab implicadas 

Exodtods 

RE transicional ai Golgi 

Rabí, Rablb, Rab2 

Golgi al RE 

Rabón Rabób 

íntra-Golgí 

Rabí, Rabó H Rabób 

Red del trans Golgi a la membrana plasma tica 

Rabila, Rabí Ib 

Endod toéis 

Membrana plasmática a endosoma temprano 

Rflboa, RabSb, RabSc 

Endosóme temprano a membrana plasmática 

RaM, Rabió, RablS 

Endosoma temprano a endosoma tardío 

Rab7 

Papeles especiales 

Exocitosis desde gránulas secretores 

RabSb 

Endosoma tardío a la red del trans Golgi 

Rab9, Rabila, Rabllb 

Red del trans Golgi a la membrana baso lateral 

RabSa 

Red del trans Golgi a la membrana apical 

Rab21 


Ejemplos de las 60 proteínas Rab cuyas loralizaciones v presuntas funciones son conocidas. 


en la membrana correcta es clave para establecer la especificidad del trans- 
porte vesicular (Fig. 10,38). Las proteínas Rab son transportadas a través del 
citosol en su forma unida a GDP por inhibidores de la disociación de GDP 
(GDI). En la membrana, son retirados de los GDI par factores de desplaza- 
miento de GDI Entonces, factores de intercambio de nucleótidos específicos 
convierten el Rab /GDP en la forma activa Rab /GTP. Factores de intercam- 
bio de nucleótidos de guanina individuales se localizan en membranas espe- 
cíficas y actúan sobre miembros específicos de Ja familia Rab, de modo que 
son responsables de la formación de los complejos Rab /GTP activos en los 
puntos correctos de la membrana. Así, la activación completa de una protei- 
na Rab requiere que se una a GTP y estar asociado con una membrana. 

Para iniciar la fusión de las vesículas de transporte, el Rab/ GTP de la ve- 
sícula de transporte recluta proteínas efectoras y v-SNARE para ensamblar 
un complejo de pre-fusión (Fig. 1039). Una protema Rab distinta en la 
membrana diana organiza, de forma similar, otras proteínas efectoras \ 
t-SNARE, Cuando la vesícula de transporte se encuentra con su membrana 
diana, las proteínas efectoras unen las membranas mediante interacciones 
pro teína-pro teína. Este anclaje de la vesícula a la membrana diana estimula 
la hidrólisis de Rab /GTP y permite que las v-SNARE contacten con las 
t- SNA RE. Todas las proteínas SNARE poseen un largo dominio centra: 
de hélice enrollada como la que se encuentra en las láminas nucleares 
(véase Fig, 9.4), AI igual que en las láminas, este dominio se une fuertemen- 
te a otros dominios de hélice enrollada y, en efecto, une a las SNARE, apro 


Figura 1036 Transporte de Rab a una membrana. La proteína pequeña de unior 
a GTP Rab se modifica por la adición de un grupo prendo, que íe permite insertar^ 
en una membrana (véase Fig. 8,34). Rab es transportada en el citosol unida a un 
inhibidor de disociación de GDP (GDI), que la mantiene en el estado Rab /GDP. 

En Ja membrana, un factor de desplazamiento de GDI inespecífico puede separar 
el Rab /GDP del GDI e insertarlo en la membrana. Si se encuentra presente 
un factor de intercambio de nucleótidos de guanina específico para Rab, el GDP 
unido a Rab será intercambiado por GTP, y la forma activa Rab/GTF puede 
interaccíonar con proteínas electoras. Si el factor de intercambio de nucleótidos 
de guanina apropiado no está presente, el Rab /GDP será retirado por una GDI 
y transportado a otra membrana. 
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Pfcura 10-39 Fusión de vesículas» La fusión vesicular es iniciada por Rab/GTP 
Üoteínas Rab específicas presentes en la membrana vesicular y en ta membrana 
á±-jí unen proteínas electoras para andar la vesícula a la membrana diana. Este 
m aje permite que interaccionen las v-SNARE y las t-SNARE, Los dominios de 
wSxe enrollada de las SNARE interacdonan entre si, proporcionando la energía 
■Kiísaria para aproximar las membranas- Esta proximidad de las membranas 
«estabiliza las bícapas lípídicas y ía vesícula y la membrana diana se fusionan. 
Cambios en las interacciones protema-proteína reclutan a NSF y las SNAP al 
«cipíeja SIMARE, y desensamblan el complejo empleando energía obtenida de la 
Pirólisis de ATP 



mnando las dos membranas hasta un contacto casi directo. La hipótesis 
sencilla es que esto crea inestabilidad en las bicapas lipídicas y se fusio- 
nan . Siguiendo a la fusión de membranas, un complejo proteico denomina - 
complejo NSF/ SNAP, permitiendo así que las SNARE sean reutilizadas 
r ios siguientes ciclos de transporte vesicular. Puesto que la energía de la 
Bfceracción SNARE-SNARE dirigió la fusión de las membranas, es necesa- 
la energía de la hidrólisis de ATP para separar las SNARE. 

La fusión de membranas es un proceso general que ocurre siempre que 
jr,3 vesícula de transporte se fusione con una membrana diana. Sin embar- 
, x tipos específicos de fusión pueden implicar sitios especializados de la 
r*embrana plasmática. Uno de éstos, es la exocitosis, la fusión de una vesí- 
cula de transporte con La membrana plasmática, resultando en la secreción 
w*. contenido vesicular. Muchos tipos de exocitosis tienen lugar en comple- 
tes proteicos específicos, denominados exocistos, en la membrana plasmáti- 
i El requisito de este complejo de ocho proteínas para la secreción, fue 
:rScubíerto por primera vez en Saccharomyces cerevisiae , pero juega im papel 
reportante en la secreción de células de mamífero polarizadas. La estructu- 
ra de los exocistos no se conoce bien pero su ensamblaje parece requerir 
nteracciones secuencíales entre las ocho proteínas del exocisto localizadas 
santo en la vesícula de transporte como en la membrana diana (Fig. 10.40), 
La interacción de estas proteínas resulta en el envío eficiente de la vesícula 
¿e transporte a una localización específica en la membrana plasmática. Di- 
-rsas proteínas de unión a GTP de bajo peso molecular también están aso- 
: adas con los exocistos; algunas, como las proteínas Rab, están implicadas 
en la llegada de la vesícula y su fusión, pero otras pueden jugar un papel en 
la localización de los exocistos en las membranas apicales o basolaterales o 
en los axones o dendritas. 

Li sosomas 

Los lisosomas son organillos rodeados de membrana que contienen una se- 
ne de enzimas capaces de degradar todas las clases de polímeros biológicos 
—proteínas, ácidos nucleicos, carbohidratos y Iípidos — , Los lisosomas fun- 
cionan como el sistema digestivo de la célula, sirviendo tanto para degradar 
el material captado del exterior de la célula como para digerir los compo- 
nentes obsoletos de la propia célula. En su forma más sencilla, los lisosomas 
se observan como vacuolas esféricas densas, pero pueden exhibir diversi- 
dad de tamaños y de formas en función de los distintos materiales que ha- 
■ an captado (Fig. 10,41). Por tanto, los lisosomas representan orgánuios 
morfológicamente diversos definidos por la función común de degradar 
material intracelular. 




( Fusión de 
membranas 




Desensamblaje de 
los complejos 


SNARE 


iUf 


Hidrolasas lisosómicas acidas 

Los lisosomas contienen alrededor de 50 enzimas degradad vas diferentes 
que pueden hidrolizar proteínas, ADN, ARN, polisacáridos y Iípidos. Las 



Sección III • Estructura y función celulares 


424 





\ 



Figura 10.41 Microfotografía 
electrónica de lisosomas y 
de mvtocondfias en una célula 
de mamífero* Los lisosomas están 
indicados con flechas. (K. G* 
Murti/Visuals Unlimited,) 


Figura 10*40 Ensamblaje del exocisto y envío de la vesícula a su diana. Los 

exodstos son complejos de ocho proteínas diferentes formados durante la exodtosis 
a partir de proteínas presentes tanto en las vesículas de transporte como en regiones 
específicas de Ja membrana plasmática. La unión de los exodstos resulta en la fusión 
vesicular mediada por SNARE normal Proteínas de unión a GTP de bajo peso 
rnolecuIar H incluidas Rabil y ARF6, reguian eJ ensamblaje del complejo del exodsto 
en la vesícula de transporte y coordinan su movimiento hacia el sitio diana, 


mutaciones en los genes que codifican estas proteínas son responsables de 
más de 30 enfermedades con gen i tas humanas diferentes, que se denominan 
enfermedades de depósito lisosómíco, ya que el material no degradado se 
acumula en los lisosomas de los individuos afectados. La mayoría de estas 
enfermedades se deben a deficiencias en una única enzima Hsosómica. Por 
ejemplo, la enfermedad de Gaucher (la alteración más común) se debe a 
una mutación en el gen que codifica una enzima lisosómica requerida para 
la degradación de los glicol (pidos. Una excepción curiosa es la enfermedad 
celular-L que se debe a una eficiencia en la enzima que cataliza el primer 
paso en d mareaje de las enzimas 1 i soso mi cas con mañosa -6- fosf a to en el 
aparato de Golgí (véase Fig, 10.29). F1 resultado es una alteración generali- 
zada en la incorporación de las enzimas lisosómícas a los lisosomas. 

La mayoría de las enzimas lisosómícas son hídmlasas áridas, que son ac- 
tivas al pH ácido (aproximadamente 5) del interior de los lisosomas pero nc 
al pH neutro (aproximadamente 7,2) característico del resto del citoplasma 
(Fig. 10.42). El que estas hidrolasas lisosómícas necesiten un pH ácido pre- 
pordona una doble protección contra la digestión incontrolada de los cor- 
tenidos del cítosol; incluso si se rompiera la membrana lisosómica, las h:- 
drolasas acidas liberadas serían inactivas al pH neutro del cítosol. Para 
mantener su pH ácido interno, los lisosomas deben concentrar activamente 
iones H + (protones). Esto se consigue mediante una bomba de protones er 
la membrana lisosómica, que transporta activamente protones al lisosoir.i 
desde el citosol Este bombeo requiere un gasto de energía en forma de hi- 
drólisis de ATP, ya que mantiene una concentración de EL aproximadamen- 
te cien veces más elevada en el interior del i i sosoma que en el citoplasma 
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Enfermedad de Gaucher 


Enfermedad 

La enfermedad de Gaucher es, de las 
enfermedades de depósito lisosóirnco, 
la más común, las cuales se deben 
3 la incapacidad de los lisosomas 
rara degradar sustancias que 
deberían degradar. La acumulación 
rus aliante de los compuestos no 
degradados da lugar a un aumento en 
el tamaño y número de los li sosomas 
en la célula, lo que acaba produciendo 
3a disfunrión celular y consecuencias 
patológicas en los órganos afectados. 
La enfermedad de Gaucher afecta 
principalmente a la población judía, 
con una frecuencia de 
aproximadamente 1 por cada 2.500 
individuos. La enfermedad tiene tres 
v arlantes, que difieren en su 
severidad y en cómo afectan a! 
sistema nervioso. La forma más común 
déla enfermedad (tipo I), no afecta al 
sistema nervioso; la enfermedad se 
manifiesta con esplenomegaiia y 
hepatomegaiia y por el desarrollo de 
lesiones óseas. Muchos pacientes con 
esta forma de Ja enfermedad no 
tienen síntomas importantes, y su 
esperanza de vida no se ve afectada. 
Las formas más severas de la 
enfermedad (tipos ti y TIT) son mucho 
menos frecuentes y se presentan tanto 
en poblaciones judías como no judías. 
La forma más devastadora es la 
enfermedad tipo II, en la que la 
afectación neurológica es evidente en 
la infancia y los pacientes mueren a 
una edad temprana. La enfermedad 
tipo OI, de severidad intermedia entre 
los tipos I y IL se caracteriza por la 
aparición de síntomas necrológicos 
(incluyendo demencia y espasticidad) 
alrededor de los diez años de edad. 


mutación. Por ejemplo, los pacientes 
con una mutación que conduce a la 
sustitución, relativamente 
conservada, del aminoácido serina 
por aspar ragina tienen la enfermedad 
tipo 1; los pacientes con una mutación 
que da lugar a la sustitución de 
pro lina por leucina tienen deficiencias 
enzímáticas más severas y desarrollan 
la enfermedad tipos lio IIL 

Excepto en las formas muy raras de 
la enfermedad, tipos II y III, las únicas 
células afectadas en la enfermedad de 
Gaucher son los macrófagos. Debido 
a que su función es eliminar las 
células envejecidas y dañadas 
mediante fagocitosis, los macrófagos 
continuamente ingieren gran 
cantidad delípidos, que normalmente 
son degradados en los lisosomas. Por 
tanto, las deficiencias de 
glucocerebrosídasa resultan 
particularmente evidentes en los 
macrófagos de estos órganos, lo que 
concuerda con que estos serían los 
principales órganos afectados en la 
mayor parte de los casos de 
enfermedad de Gauchen 

Prevención y tratamiento 

La enfermedad de Gaucher es uno de 
los ejemplos más importantes de una 
enfermedad que puede tratarse 
mediante tratamiento enzima tico 
susfitutívo, en el que se utiliza la 
administración exógena de una enzima 
para corregir un defecto enzima tico. 
Este abordaje del tratamiento de las 
enfermedades de depósito iisosomieo 
lo sugirió Christian de Duve en los 
años 60, y se basa en la idea de que las 
enzimas administradas 
exógen amonte podrían ser Ingeridas 


por endocitosis y transportarse a los 
lisosomas. Este abordaje es 
especialmente interesante en la 
enfermedad de Gaucher tipo b ya que 
el macrófago es la única célula diana. 
En los años 70, se descubrió que los 
ma eró f agos expresan receptores en la 
superficie celular que se unen a 
residuos de mañosa de glícoproteínas 
extraed u la res e internalizan 
posteriormente estas proteínas por 
éndocitosis. Este hallazgo hizo pensar 
que la glucocerebrosídasa 
administrada exógenamente podría 
ser dirigida específicamente a los 
macrófagos mediante modificaciones 
que expusieran residuos de mañosa. 
Se modificó de la manera pertinente 
la enzima preparada a partir de 
placenta humana, y los estudios 
clínicos han demostrado claramente 
su efectividad en el tratamiento de la 
enfermedad de Gaucher. 

Desafortunadamente, el 
tratamiento sustitutivo enzimático 
para la enfermedad de Gaucher es 
caro. El coste de este tratamiento lo 
sitúa muy por encima de los recursos 
de tos parientes, y ha generado la 
controversia social respecto al coste 
de los fármacos caros para ei 
tratamiento de las enfermedades poco 
frecuentes. 
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Bases moleculares y celulares 

La causa de la enfermedad de Gaucher 
es la deficiencia de la enzima 
lisosómica glucocerebrosídasa, que 
cataliza la hidrólisis de los 
glucocerebrósídos a glucosa y 
cerarrdda (véase la figura). Este 
déficit enzimático se demostró en 
1965, y el gen responsable fue clonado 
en 1985. Desde entonces, se han 
identificado más de 30 mutaciones 
diferentes responsables de la 
enfermedad de Gaucher. Es interesante 
señalar que puede predecirse, en gran 
medida, la severidad de la 
enfermedad según Ja naturaleza de la 



Glucocerebrósido 



La deficiencia de la enzima en la 
enfermedad de Gaucher impide la 
hidrólisis de glucocerebrósídos a 
glucosa y cera mida. 
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® Cltosol 

pH 7 


■ El medicamento antímalárico 
doroquma carece de carga y es 
capaz de atravesar membranas a 
pH fisiológicos- A pH addicos, la 
doroquma posee carga positiva y 
se acumula en el interior de las 
vacuolas digestivas del parásito 
(análogas a los lisosomas}. La 
concentración elevada de 
doroquma en el interior de las 
vacuolas digestivas se cree que es 
responsable de su actividad frente 
af parásito. 


Figura 10,42 Organización del lisosoma. Los lisosomas contienen diversas 
hidrolasas acidas que son activas al pH ácido interno del lisosoma, pero no al pH 
neutro del cítosol. El pH interno ácido de los lisosomas es el resultado de la acción 
de una bomba de protones en ¡a membrana de! lisosoma, que importa protones 
desde el ritosol acoplado a la hidrólisis de ATP. 


Endocitosis y formación del lisosoma 


Una de las funciones principales de los lisosomas es la digestión del mate- 
rial captado del exterior de la célula mediante endocitosis, que se discute 
en detalle en el Capítulo 13- Sin embargo, el papel de los lisosomas se rela- 
ciona no sólo con su función, sino también con su formación. Concretamen- 
te, los lisosomas se forman mediante la fusión de las vesículas de transpor- 
te originadas desde la red trans del Golgi con un en d osoma tardío, que 
contienen ¡as moléculas ingeridas por endocitosis a partir de La membrana 
plasmática. 

La formación de los endosomas y de los lisosomas representa así una in- 
tersección entre la vía secretora, mediante la que se procesan las proteína? 
lisosómicas, y la vía en d orifica, mediante la cual son ingeridas las molécu- 
las extra celulares a partir de la superficie de la célula (Fig. 10,43), El mate- 
rial del exterior de la célula es ingerido en vesículas endocí ticas revestidas 
de cía trina, que se originan por gemación de la membrana plasmática y se- 
guidamente se funden con los endosomas primarios, A continuación los 
componentes de la membrana son reciclados a la membrana plasmática (se 
tratará con detalle en el Cap, 13) y los endosomas primarios van maduran- 
do a endosomas tardíos, que son los precursores de los lisosomas. Uno de 
los cambias importantes durante la maduración del endosoma es el descen- 
so del pH interno hasta aproximadamente 5,5, lo que desempeña un papel 
clave en la liberación de las hidrolasas áridas lisosómicas desde la red trun* 
del Golgi, 

Como se trató previamente, las hidrolasas acidas son dirigidas a los liso- 
somas por residuos de manosa-ó-fosfato, que son reconocidos por los recer- 
toros de manosa-6-fosfato en la red trans del Golgi y empaquetados en vesí- 
culas revestidas de cía trina. Tras la liberación de la cubierta de clatrina 
estas vesículas de transporte se fusionan con los endosomas tardíos, y el pH 
interno ácido hace que las hidrolasas se disocien del receptor de manos a--- 
fosfato (véase Fig, 10.43), Las hidrolasas son así liberadas en la luz del ene - 
soma, mientras que los receptores permanecen en la membrana y fmabnenw 
son reciclados al Golgi, Los endosomas tardíos, que condenen un compíej 
mentó completo de hidrolasas acidas, se fusionan con lisosomas o maduras 
para convertirse en lisosomas, que se ocupan de digerir las moléculas inge- 
ridas por endoci tosis. 

Fagocitosis y autofagia 

Además de degradar las moléculas englobadas por endocitosis, los se- 
rnas digieren el material derivado de otras dos rutas; la fagocitosis y la a -- 
tofagia (Fig. 10.44), En la fagocitosis, células especializadas, como los ma- 
crófagos, ingieren y degradan partículas grandes, incluyendo bacterias] 
restos de células, y células envejecidas que han de ser eliminadas del orga- 
nismo, Estas partículas grandes son ingeridas en vacuolas íagocíticas ( t 
somas), que posteriormente se fusionan con los lisosomas, dando lugar a k 
digestión de su contenido. Los lisosomas formados de esta manera (fagofr 
sosamas) pueden ser bastante grandes y heterogéneos, va que su tamaño y 
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Figura 10.41 Endocitosís y 
formación de los lisosomas. 

Las moléculas son captadas del exterior 
de la célula mediante vesículas 
endodticas que 
se fusionan con los endosomas 
tempranos. Los receptores 
de membrana se reciclan hacia 
la membrana plasmática por medio 
de endosomas de reciclaje. 

Los endosomas tempranos maduran 
para dar lugar a endosomas tardíos. 

Las vesículas de transporte que llevan 
las hídrolasas áridas desde la red trans 
del Golgi se fusionan con los endosomas 
tardíos, que se transforman 
en liso somas tras adquirir 
un complemento completo de enzimas 
lisosómicas. Las hidr olasas áridas 
se disocian del receptor de manosa-6- 
fosfato cuando las vesículas 
de transporte se fusionan con 
los endosomas tardíos y estos 
receptores regresan de nuevo a la red 
trans del Golgi. 
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AUTOFAGIA 


Ay tofag asoma 


Membrana 

citosóiica 


Mitocondria 


Fagosoma 


FAGOCITOSIS 


Sacie ría 


Lisosoma 


^Fagocitosis 


Figura 10.44 Los Hsosomas en la fagocitosis y en La autofagia. En ]a fagocitosis 
partículas grandes (como bacterias) son ingéridas en vacuolas fagodticas 
o fagosomas. En la autofagia, las membranas citosólicas engloban a porciones 
citoplasma ti cas u orgánulos internos (como mitocondrias) para formar 
autofagpsomas. Los fagosomas y los autofagosomas se fusionan con ii sosornas 
para dar lugar a fa gol i sosomas de gran tamaño en los que se digerirá su contenido 


forma viene determinado por el contenido del material que esté siendo di- 
gerido. 

Los lísosomas también son responsables de la autofagia, el recambio gra- 
dual de los propios componentes de la célula (véase Fíg, 8.45). En contrasta 
con la fagocitosis, la autofagia es una función de todas las células y es criti- 
ca en ciertos estadios del desarrollo embrionario, además de desempeñar 
un papel destacado en la muerte celular programada (véase Cap. 17). El pri- 
mer paso de la autofagia parece consistir en la formación de una envoltura 
de membrana citosóliea alrededor de una pequeña porción citopl asmática 
un organillo interno (p. ej., una mitocondria). A continuación, la vesícula as 
formada (un auto fagosoma) se fusiona con un lisosoma y se digieren sus 
contenidos (véase Fig, 10.44), 
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RESUMEN 


RETICULO ENDOPLÁSMICO 

Retículo endoplásmico y secreción de proteínas: El retículo endoplásmico es 
el primer cruce de caminos en la distribución de las proteínas. En las células 
de los mamíferos, las proteínas destinadas a la secreción, a los Ksosomas o a 
La membrana plasmática se traducen en los ribosomas unidos a membrana y 
son transferidas al RE rugoso mientras están siendo traducidas. 

Mareaje de las proteínas para dirigirse al retículo endoplásmico: Las 
proteínas pueden dirigirse al RE bien mientras están siendo traducidas o 
tras haber finalizado su traducción en el citosoL En las células de mamí- 
feros, la mayoría de las proteínas son translocadas al RE mientras están 
siendo traducidas en ribosomas unidos a membrana. Los ribosomas que 
intervienen en la síntesis de las proteínas secretadas son dirigidos al re- 
tículo endoplásmico medíante secuencias serial en el extremo amino 
terminal de la cadena polipeptídica* Las cadenas polipeptídicas en creci- 
miento son translocadas posteriormente al RE a través de canales protei- 
cos, y se liberan en la luz del RE al ser escindida la secuencia señal. 

Inserción de proteínas en la membrana del RE: Las proteínas integrales 
de membrana de la membrana plasmática o de las membranas del RE, 
del aparato de Gulgi y de los lisosomas, se insertan inicialmente en la 
membrana del RE. En lugar de ser translocadas a la luz del RE, estas pro- 
teínas se anclan por hélices alfa que atraviesan la membrana y que detie- 
nen la transferencia de la cadena polipeptídica en crecimiento a través de 
ía membrana. 

Pagamiento y procesamiento de proteínas en el RE: Las cadenas polipep- 
tídicas se pliegan en su conformación tridimensional correcta en el RE. En 
el RE también tiene lugar la N-gticosilación y la adición de los anclajes GPI. 

Control de calidad en el RE: Muchas proteínas secretoras no se pliegan 
correctamente la primera vez. Las chaperonas detectan las proteínas ple- 
gadas incorrectamente v las reciclan a través de la vía de plegamiento. 
Aquellas proteínas que no pueden ser correctamente plegadas son des- 
viadas de la vía secretora y marcadas para su degradación. 

RE liso y síntesis de lípidos: El RE es el sitio principal de síntesis de lípi- 
dos en las células eucaríotas, y el RE liso abunda en las células que tienen 
un metabolismo lipidien activo y que realizan la destoxificación de fár- 
macos liposolubles. 

Exportación de proteínas y lípidos desde el RE: Las proteínas y los lípi- 
dos son transportados en vesículas desde el RE al aparato de Golgi. Las 
secuencias señalizadoras intervienen en el empaquetamiento selectivo 
de las proteínas en vesículas que las transportarán al aparato de Golgi. 
Las proteínas residentes en el RE se marcan con otras secuencias señali- 
zadoras que determinan su regreso al RE desde el Golgi a través de una 
vía de reciclaje. 


PALABRAS CLAVE 


retículo endoplásmico (RE), 
RE rugoso, RE de transición, 
RE liso, vesícula secretora, 
vía secretora 


secuencia señal, microsoma, 
partícula de reconocimiento 
de la señal (SRP), ARN SRP, 
receptor SRP, transición, 
peptidasa 
de la señal 


proteína disulfuro isomerasa, 
anclaje de 

glkosílfosfatidilinositol (GPI) 

respuesta a proteínas 
no plegadas 


flipasa 
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PALABRAS CLAVE 


aparato de Golgi, complejo 
de Golgi, red cis del Golgi, 
apilamiento del Golgi, red 
trans del Golgi 


glicosiltransferasa, 
glicosídasa, manosa-6-fosfato, 
región señal 


dominio apical dominio 
basotateraí, vacuola 


vesícula sinóptica 


datrina, COPI, COPII, vesícula 
recubierta de COP, vesícula 
recubierta de clatrina 


SNARE, Rab, 
exocistos 


RESUMEN 


APARATO DE GOLGI 

Organización del Golgi: El aparato de Golgi participa en el procesamien- 
to y en i a distribución de las proteínas, así como en la síntesis de lípidos 
y polisac áridos, Las proteínas son transportadas desde el retículo endo- 
plásmico a la red cis del Golgi. Las cisternas de la red cis del Golgi madu- 
ran para formar el apilamiento del Golgi, en el que tienen lugar la mayo- 
ría de las reacciones metabóücas de este aparato. Las cisternas del 
apilamiento y sus proteínas modificadas maduran para dar lugar a la red 
trans del Golgi, en el que se distribuyen y empaquetan las proteínas en 
vesículas que las transportarán hada los endosomas, la membrana plas- 
mática o el exterior celular. 

Glicosilación de proteínas en el Golgi: Los W-oligosacáridos añadidos a 
las proteínas en el RE son modificados en el Golgi. Aquellas proteínas 
destinadas a los Iísosomas son fosforíladas específicamente en los resi- 
duos de mañosa, y la manos a-6-fosf ato actúa como una señal que dirige 
su transporte a los Iísosomas desde la red trans del Golgi, En el Golgi 
también tiene lugar la Q-glicosilación. 

Metabolismo de lípidos y de potisacáridos en el Golgi: El aparato de Gol- 
gi es el lugar donde se sintetizan los glicolípidos, la esfingomielina y los 
polisacáiidos complejos de la paied celular vegetal. 

Distribución y exportación de proteínas desde el aparato de Golgi: Las 
proteínas se distribuyen en la red trans del Golgi para ser empaquetada ¿ 
en vesículas de transporte que se dirigen a ser secretadas, a la membrana 
plasmática, a los Iísosomas o a las vacuolas de las levaduras y plantas, Er 
las células polarizadas, las proteínas se dirigen específicamente a los do- 
minios apical y basóla teral de la membrana plasmática. 


MECANISMO DE TRANSPORTE DE LAS VESÍCULAS 

Aproximaciones experimentales al conocimiento del transporte de las 
vesículas: El mecanismo de transporte de las vesículas se ha determina- 
do mediante el estudio de mutantes de levaduras, de sistemas reconsti- 
tuidos de células libres y de vesículas sinópticas, visualización del tráfico 
de proteínas a través de la vía secretora y análisis proteómíco. 

Selección de la mercancía f proteínas de revestimiento y gemación de ; 
siculas: La superficie citoplásmica de las vesículas está recubierta de pro- 
teínas que dirigen la gemación de las vesículas. Las moléculas específicas I 
que se transportarán se seleccionan por medio de complejos de peque 
proteínas de unión a GTP y proteínas adaptadoras que se asocian a ’ 
proteínas de cubierta. 


Fusión de las vesículas: La unión de las vesículas con la membrana i 
adecuada está mediada por interacciones entre pares de proteínas 1 
membrana y pequeñas proteínas de unión a GTP, lo que da lugar a la i 
síón de las membranas. Algunos tipos de fusión con la membrana : 
mática (exocitosis) tienen lugar en complejos muí ti proteicos esp 
denominados exocistos. 
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RESUMEN 


JSOSOMAS 

Huirolasas acidas lisosómicas : Los lisosomas contienen una serie de hi- 
dro'Usas áridas que degradan proteínas, ácidos nucleicos, pollsacáridos y 
.rridos. Estas enzimas funcionan específicamente al pH ácido del interior 
de los lisosomas. 

Endocitosis y formación de ¡os lisosomas'. Las moléculas extracelulares 
captadas por endocitosis son transportadas a los endosomas tempranos, 
que pueden madurar para formar lisosomas a medida que se traen hidro- 
lasas áddas desde el Golgi, 

Fagocitosis y autofagia: Los lisosomas son responsables de la degrada- 
ción de partículas grandes, ingeridas mediante la fagocitosis, y de la di- 
gestión gradual de los propios componentes de la célula mediante la au- 
tofagia. 


Preguntas 

L t CuáI era ía evidencia experimental 
original que indicaba la vía secretora RE 
rugoso — > aparato de Golgi -> vesículas 
secretoras -4 proteína secretada? 

— ¿Cómo proporcionó la traducción in 
wtw de ARNm pruebas de la existencia 
ie una secuencia señal que dirige a prí> 
temas secretoras potenciales al retículo 
endoplásmico rugoso? 

5. Compara y contrasta la translocarión 
cotraduccional y postrad uccional de las 
cadenas poUpeptídkas en el retículo en- 
ioplásmico, 

4. Sec61 es un componente crítico del ca- 
nal proteico localizado en la membrana 
del RE. En las células mulantes para 
Secól, ¿cuáí es el destino de las proteí- 
nas que normalmente se localizan en el 
aparato de Golgi? 
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LOS ORCÁNULOS CITOPLÁSMICOS, ADEMÁS DE ESI AR IMPLICADOS EN EL TRANS- 
PORTE y distribución DE las proteInas, proporcionan compartimentos es- 
pecializados en los que tienen lugar diversas actividades metabólicas. Una 
actividad fundamental de todas las células es generar energía metabólica, y 
son dos los organillos que están dedicados específicamente al metabolismo 
energético y a la producción de ATP. Las mitocondrias son responsables de 
generar la mayoría de ta energía útil derivada de la degradación de los lípi- 
dos y de los carbohidratos, y los cloroplastos utilizan la energía obtenida de 
la luz solar para generar tanto ATP como poder reductor para sintetizar car- 
bohidratos a partir de CO : y ELO, El tercer organillo que se trata en este ca- 
pítulo, el peroxisoma, contiene enzimas que intervienen en diversas rutas 
metabólicas, incluyendo la degradación de los ácidos grasos y el metabolis- 
mo derivado de la fotosíntesis. 

Las mitocondrias, los cloroplastos y los peroxisomas difieren de los orgá- 
nulos tratados en el capítulo anterior no sólo en sus fundones, sino también 
en su mecanismo de formación. Las proteínas destinadas a tas mitocon- 
drias, cloroplastos y peroxisomas, en lugar de sintetizarse en los ribosomas 
unidos a membrana y ser trasladadas al retículo end oplásmico, se sinteti- 
zan en los ribosomas libres del citosol y son importadas a sus organillos de 
destino en forma de cadenas polipeptídicas completas. Las mitocondrias y 
los cloroplastos también contienen sus propios genomas, que incluyen al- 
gunos genes que se transcriben y traducen en el propio orgánula. Por tanto, 
la distribución de las proteínas a los orgánulos citoplásmicos tratados en 
este capítulo es diferente de las rutas de transporte vesicular que conectan 
el retículo endoplásmico, el aparato de Golgi, los lisosomas y la membrana 
plasmática. 


Mitocondrias 

Las mitocondrias desempeñan un papel crucial en la generación de energía 
metabólica en las células eucaríotas. Como ya se comentó en el Capítulo 3, 
son responsables de la mayor parte de la energía útil derivada de la degra- 
dación de los carbohidratos y de los ácidos grasos, que es convertida en 
ATP por el proceso de i a fosforilación oxida tí va. La mayoría de las proteí- 
nas mitocondriales son traducidas en los ribosomas citoplásmicos libres, y 
son importadas al organillo debido a señales directoras específicas. Ade- 
más, las mitocondrias son únicas entre los organillos citoplásmicos ya trata- 
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dos en que contienen su propio ADN, que codifica ARNt, ARNr, y algunas 
proteínas mitocondriales, El ensamblaje de las mitocondrias implica, por 
tanto, a proteínas codificadas por su genoma propio y traducidas en el or- 
gánulo, así como a proteínas codificadas por el genoma nuclear e importa- 
das desde el ritosol. 


Organización y función de las mitocondrias 




Figura lid Estructura de una 
mitocondria. Las mitocondrias están 
rodeadas por un sistema de doble 
membrana, constituido por una 
membrana interna y una externa. Los 
pliegues de la membrana interna 
(crestas) se extienden hacia el interior 
de la matriz. (Microfotografía por K, R. 
Porter/ Photo Rechearches, Inc.) 


Las mitocondrias están rodeadas por un sistema de doble membrana, cons- 
tituido por una membrana mitocondrial interna v otra externa separadas 
por un espacio intermembrana (Fig, 11.1), La membrana interna forma nu- 
merosos pliegues (crestas), que se extienden hacia el interior (o matriz) del 
orgánulo. Cada uno de estos componentes desempeña un papel funcional 
distinto, siendo la matriz y la membrana interna los principales comparti- 
mentos funcionales de las mitocondrias. 

La matriz contiene el sistema genético mitocondrial así como las enzimas 
responsables de las reacciones centrales del metabolismo oxidad vo (Fig. 1L2 k 
C omo ya se trató en el Capítulo 3, la fuente principal de energía metabólica 
en las células animales es la degradación oxídativa de la glucosa y de los 
ácidos grasos. Las etapas iniciales del metabolismo de la glucosa (glícólisis) 
tienen lugar en el citoplasma, donde la glucosa es convertida a piruvato (vé- 
ase Fig, 3,11). El piruvato es posteriormente transportado al interior de ia 
mitocondria, donde su oxidación completa a CCL produce la mayor parte 
de i a energía utilizadle (ATF) procedente del metabolismo de la glucosa 
Esto implica la oxidación inicial del piruvato a acetil CoA, que posterior- 
mente es degradado hasta COn a través del ciclo del ácido cítrico (véanse 
Figs. 3.12 y 3.13), La oxidación de los ácidos grasos también produce acetu 
CoA (véase Fig, 3.15), que de forma similar es metabolizado por el ciclo di 
ácido cítrico en las mitocondrias. Por tanto, las enzimas del ciclo del ácid 
cítrico (localizadas en la matriz mitocondrial) tienen un papel centra 
en la degradación oxídativa tanto de los carbohidratos como de los ácidos 
grasos. 

La oxidación del acetil CoA a C0 2 está acoplada a la reducción de NAL 
y FAD a NADH y FADH ; respectivamente. Por tanto, la mayor parte de 
energía derivada del metabolismo oxidad vo es producida por el proceso de 
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Figura 1 1.2 Metabolismo en la 
matriz de las mitocondrias. □ 

piruvato y los ácidos grasos son 
importados desde el citosol v 
convertidos en acetil CoA en la matriz 
mitocondrial. H1 acetil CoA se oxida a 
COia través del ciclo del ácido cítrico, 
la ruta principal del metabolismo 
oxidativo. 


fas? -.ación oxidad va (que se tratará en detalle en la siguiente sección), 
¡pe nene lugar en la membrana mitocondrial interna. Los electrones de alta 
del NADH y FADEL se transfieren al oxígeno molecular a través de 
mm serie de transportadores de la membrana. La energía derivada de estas 
cienes de transferencia de electrones se convierte en energía potencial 
ufada en forma de un gradiente de protones a través de la membrana, 
r-e es utilizada para dirigir la síntesis de ATP. La membrana interna mito 
^Kidnal representa de esta manera el lugar principal de generación de ATP, 
papel fundamental se refleja en su estructura, Primero, el incremento 
át - u superficie mediante su plegamiento en crestas. Además, la membrana 
Hftema mitocondrial contiene una proporción inhabitualmente elevada 
ti - del 70%) de proteínas, que intervienen en la fosforilación oxidativa así 
sir en el transporte de metabolitos (p, ej., piruvato y ácidos grasos) entre 
ti otosol y la mitocondria. Por otra parte, la membrana interna es ímperme- 
*c i • la mayoría de los iones y de las moléculas pequeñas — una propiedad 
cm::a para mantener el gradiente de protones que dirige la fosforilación 
■Édativa. 

A diferencia de la membrana interna, la membrana externa mitocondrial 
«s completamente permeable a las moléculas pequeñas. Esto es debido a 
5 -- contiene unas proteínas denominadas po riñas, que forman canales que 
permiten la difusión libre de moléculas menores de 1,000 daltons. Por tanto, 
¿s composición del espacio intermembrana es similar a la del citosol respec- 
ta a los iones ya las moléculas pequeñas. Consecuentemente, la membrana 
ktocondrial interna es la barrera funcional para el paso de moléculas pe- 
q. -.ñas entre el citosol y la matriz y mantiene el gradiente de protones que 
dirige la fosforilación oxidativa. 

La viabilidad de la célula depende del funcionamiento eficaz de las mito- 
z r drías, ya que constituyen las principales fuentes de energía celular. En 
vuchos tipos celulares, las mitocondrias han de localizarse en la proximi- 
dad de áreas de gran consumo de energía, como las sinapsis neuronales. 
? i otra parte, las mitocondrias no son orgánulos estáticos, sino que se tu- 
nan continuamente entre sí v se dividen en dos. Estos acontecimientos 
. antinuos de fusión y fisión suponen la remodelación de la red celular de 
mitocondrias e inciden tanto en el funcionamiento como en la morfología 
de estos orgánulos. No se ha definido adecuadamente la importancia que 
revisten la fusión y la fisión, aunque es posible que permitan el intercambio 
de material genético entre las mitocondrias de una misma célula. 


Sistema genético de las mitocondrias 

Las mitocondrias contienen su propio sistema genético, el cual está separa- 
do y es distinto del genoma nuclear de la célula. Como ya se comentó en el 
Capítulo 1, se cree que las mitocondrias evolucionaron a partir de bacterias 
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ARNr 

12S 


Figura 11.3 Céntima milocondrial 
humano. El gen orna condene 13 
secuencias codificadoras de proteínas,, 
que son designadas como 
componentes de ios complejos 
respiratorios 1, 111, IV o V. Además, el 
genoma contiene genes para los ARNr 
12S y lóS y para 22 ARNt, que son 
designados por e! código de una tetra 
para el aminoácido correspondiente. 
La región del genoma designada 
«bucle D» contiene un origen de 
replicación del ADN y secuencias 
promotoras de la transcripción. 


Tabla 11.1 Diferencias entre los 


códigos genéticos 
universal 
y mitocondrial 


Codón 

Código 

universa] 

Código 

mitocondrial 

humano 

UGA 

Terminación 

Trp 

AGA 

Arg 

Terminación 

AGG 

Arg 

Terminación 

AUA 

lie 

Met 


En, las mitocondrias de las levaduras y las plañías 
hay otros aídunes del código universal. 


que desarrollaron una relación simbiótica viviendo dentro de células más 
grandes (endosimlriosis). Los genomas de los organismos vivos más simi- 
lares al genoma mitocondrial son los de las oc-proteobacterías de vida libre, 
que codifican 6.700-8,300 proteínas. Un parásito intracelular como la üt-pro- 
teobacteria Rickettsia prowazekii tiene un genoma menor, con irnos 830 genes 
codificantes de proteinas. Al igual que las mitocondrias, Ricketisia prowazekii 
es capaz de reproducirse sólo en el interior de células eucariotas, pero a di- 
ferencia de las mitocondrias todavía transcribe y traduce la mayoría de sus 
propios genes. 

El genoma mitocondrial está constituido por moléculas circulares de 
ADN, como los de las bacterias, presentes en varias copias por orgánule 
Varían considerablemente en tamaño entre las diferentes especies. Los ge- 
nomas de las mitocondrias humanas y de la mayoría de los animales tiener 
sólo alrededor de 16 kb, pero se han encontrado genomas mi tocond ríales 
sustancialmente más grandes en las levaduras (aproximadamente 80 kb) v 
en las plantas (más de 200 kb). Sin embargo, estos genomas mitocondriales 
más grandes están compuestos fundamentalmente por secuencias no codi- 
ficantes y no parece que contengan mucha más información genética. Por 
ejemplo, el genoma mitocondrial más grande setuenciado es el de la plante 
Arabidopsis thaliam. Aunque el ADN mitocondrial de Arabidopsis tiene alr^ 
dedor de 367 kb, codifica sólo 31 proteínas: un poco más del doble de las 
que codifica el ADN mitocondrial humano. El ADN mitocondrial con ma- 
yor número de genes es el del protozoo Reclhmmonas americana, que tiene 
69 kb y contiene 67 genes. El genoma mitocondrial más pequeño es el del 
p rutista Plasmad ¡um/ai cipa rium, que es de 6 kb y codifica para tan sólo 3 pro- 
teínas, Por el contrario, los genomas de las ot-proteobacterias de vida libre 
son de 7-10 Mb. La mayoría de los genomas mi tocond ríales actuales codiri 
can un número pequeño de proteínas que son componentes esenciales pan 
el sistema de fosforilación oxida ti va. Además, el genoma mitocondrial coa - 
fica todos los ARN ribosómieos y la mayoría de los ARN de transferencia 
necesarios para la traducción en la mi tocond ria de estas secuencias cod in- 
ca ntes. Otras proteínas mítocondriaies son codificadas por genes nucleares 
se piensa que éstas han sido transferidas al núcleo desde el genoma mit - 
condrial ancestral. 

El genoma mitocondrial humano codifica 13 proteínas implicadas en é 
transporte de electrones y en la fosforilación oxidafiva (Fig. 11.3). Además 
el ADN mitocondrial humano codifica ARNr 16S y 125 y 22 ARNt que se re- 
quieren para la traducción de las proteínas codificadas por el genoma c e 
organillo. Los dos ARNr son los únicos componentes de ARN de los ribo- - 
mas mi tocond ríales de los anímales y levaduras, mientras que los ribo se- 
mas bacterianos contienen tres ARNr (235. 165 y 55). Sin embargo, el ADN 
mitocondrial de las plantas también codifica un tercer ARNr de 5S. Las m 
tocon drías de las plantas y de los protozoos también difieren de las de k* 
animales en que importan y utilizan ARNt codificados tanto por el genoma 
nuclear como por el mitocondrial, mientras que en las mitocondrias anima- 
les todos los ARNt son codificados por el orgánulo. 

El pequeño número de ARNt codificados por el genoma mitocondni 
pone de manifiesto una característica importante del sistema genético mít >• 
condrial —el uso de un código genético ligeramente diferente, que es dis- 
tinto del código genético «universal» utilizado por las células procariotas i 
eucariotas (Tabla 11.1) — . Como ya se trató en el Capítulo 4, hay 64 cod orna 
posibles, de los cuales 61 codifican los 20 aminoácidos diferentes incorpora- 
dos en las proteínas (véase Tabla 4.1), Muchos ARNt tanto en las célula 
procariotas como en las eucariotas son capaces de reconocer más de un úd 
co codón en el ARNm debido a! «balanceo», que permite el desaparéame^ 
to entre el anticodón del ARNt y la tercera posición de determinados codoi 


Bioenergética y metabolismo 


11 


pie mentarlos (véase Fig. 8.3), Sin embargo, se requieren al menos 
i diferentes para traducir el código universal de acuerdo a las regías 
fea_arceQ. Sin embargo, el ADN mitocondrial humano codifica sólo 22 
de ARNt, y estos son los únicos ARNt que se utilizan para la ha- 
de los ARNm mitocondriales, Esto se lleva a cabo por una forma 
de balanceo en la que la U en el anticodón del ARNt puede apare- 
con cualquiera de las cuatro bases en la tercera posición del codón de 
lo que permite que un único ARNt reconozca cuatro codones. Ade- 
en las mitocondrias algunos codones especifican aminoácidos distnv 
los que codifica el código universal, 

Al igual que el ADN de los genomas nucleares, el ADN mitocondrial 
alterarse por mutaciones, que frecuentemente son nocivas para el or- 
Puesto que casi todas las mitocondrias del óvulo fecundado las 
oocito en vez del espermatozoide, las mutaciones germinales en el 
mitocondrial son transmitidas a la siguiente generación por la madre, 
mutaciones se han asociado con varias enfermedades. Las muta ric- 
en un gen de ARNt mitocondria! se asocian con el síndrome metabólico, 
don humana asociada con la obesidad y la diabetes. Por ejemplo, la 
a tía óptica hereditaria de Leber, una enfermedad que conduce a la 
. puede producirse por mutaciones en los genes mitocondria les que 
n los componentes de la cadena de transporte de electrones, Ade- 
se ha sugerido que la acumulación progresiva de mutaciones en el 
mitocondrial durante la vida de los individuos contribuye al proceso 
envejecimiento. 

Al contrario que el genoma mitocondrial, las proteínas presentes en las 
andrias son mucho más desconocidas. Las mitocondrias de mamífe- 
r cree que contienen entre 1.000 y 1.500 proteínas diferentes, represen- 
-3% de las proteínas codificadas por los genomas de mamífero. Sin 
r^o, casi la mitad de todas las proteínas mitocond ríales siguen sin 
"caree. Por otra parte, las mitocondrias pertenecientes a tejidos dife- 
c enhenen proteínas distintas, de modo que una proporción menor 
50% de las proteínas de las mitocondrias está presente en todos los teji- 
en el ser humano. Algunas de estas diferencias pueden originarse por 
ones tejido específicas de las mitocondrias, como la compleja síntesis 
esferoides en las células adrenales o la biosíntesis del grupo hemo en la 
4 ula ósea; otras probablemente jueguen papeles en procesos poco cono- 
as como el control de la morfología o el número mitocondrial, y la he- 
i mitocondrial. 


■ Puesto que casi todas las 
mitocondrias son heredadas de la 
madre, es posible determinar el 
linaje materno humano hasta 
nuestro ancestro femenino común 
más reciente: Eva mitocondrial. 


■ --rnalización de proteínas y formación de las mitocondrias 

A diferencia de lo que sucede con los ARN miembros del aparato de traduc- 
es n Je las mitocondrias (ARNr y ARNt), la mayoría de tos genomas mito- 
«róñales no codifican las proteínas requeridas para la replicador!, transcrip- 
■□n o traducción del ADN. Los genes que codifican las proteínas requeridas 
ptra la replicación y expresión del ADN mitocondrial se encuentran en el mí- 
«feo. Además, el núcleo contiene los genes que codifican la mayoría de las 
prc reinas mitocond ría les requeridas para la fosforilación oxida ti va y todas 
fe- enzimas que intervienen en el metabolismo mitocondrial (p. ej., las enzi- 
feas del ciclo del ácido cítrico). Algunos de estos genes fueron transferidos al 
Mídeo desde el ancestro procariota original de las mitocondrias. 

Aproximadamente 1,000 proteínas codificadas por los genes nucleares 
=r as del 95% de las proteínas mitocond ríales) son sintetizadas en riboso- 
ci toso líeos libres e importadas en las mitocondrias como cadenas poli- 
ptptídieas completadas. Debido a la estructura de doble membrana de 
fes mitocondrias, el importe de proteínas es considerablemente más compli- 
cado que la transferencia de un polipéptido a través de una bicapa fosfo- 
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MEDICINA MOLECULAR 


Enfermedades de las mitocondrias: 


neuropatía óptica hereditaria de Leber 


Enfermedad 

La neuropatía óptica hereditaria de 
Leber (NOHL) es una enfermedad 
hereditaria poco frecuente que causa 
ceguera como consecuencia de la 
degeneración del nen io óptico. La 
pérdida de la visión suele ocurrir 
entre los 15 y los 35 años, y 
generalmente es la única 
rnaníf estación de la enfermedad. No 
todos los individuos que heredan los 
defectos genéticos responsables de la 
NOHL desarrollan la enfermedad, y 
ésta afecta con menor frecuencia a las 
mujeres que a los hombres, Esta 
tendencia a afectar a los hombres 
podría sugerir que la NOHL es una 
enfermedad ligada aí cromosoma X. 
Sin embargo, esto no es así, ya que los 
hombres nunca transmiten la NOHL 
a su descendencia. Por el contrario, la 
NOHL siempre es transmitida por la 
madre. Esta característica concuerda 
con una herencia de la NOHL 
dtoplásmica en lugar de nuclear, ya 
que el citoplasma de los óvulos 
fecundados procede casi por 
completo del ooríto. 

.Bases moleculares y celulares 

En 1988 Douglas Wall ace y sus 
colaboradores identificaron una 
mutación en el ADN mítocondrial de 
los pacientes con NOHL. Esta 
mutación (en el par de bases 11.778) 
afecta a una de las su b unidades del 
complejo I de la cadena de transporte 
de electrones {NADH 
deshidrogenaba), y causa la 
sustitución de una histidina por una 
arginina. La mutación 11,778 es 
responsable de cerca de la mitad de 
todos los casos de NOHL. Otras tres 
mutaciones del ADN mítocondrial 
han sido también identificadas como 
causas primarias de la NOHL. Dos de 
estas mutaciones afectan a otras 
sub unidades del complejo i, mientras 
que la tercera afecta al dtocromo b t 
que es un componente del complejo 
III (véase figura). En total, estas cuatro 
mutaciones son responsables de más 
del 80% de los casos de NOHL. Una 
quinta mutación (en el par de bases 
14.459), que afecta a una subunidad 
del complejo I, puede producir NOHL 
o enfermedades musculares. 


Las mutaciones que producen la 
NOHL disminuyen la capacidad de 
las mi tocon drías para llevar a cabo la 
fosforilación oxida ti va v generar ATP. 
Esto tiene su efecto principal en 
aquellos tejidos que son más 
dependientes de la fosforilación 
o xi dativa, por lo que las alteraciones 
en los componentes de las 
mitocondrias darán lugar a 
manifestaciones clínicas en órganos 
específicos, en ves de a una 
enfermedad sistémica. El sistema 
nervioso central (incluyendo el 
cerebro y el nervio óptico) es muy 
dependiente del metabolismo 
oxidativo, por lo que concuerda que 


la ceguera sea la principal 
manifestación clínica de NOHL. 
Como ya se ha mencionado, la 
herencia de mutaciones de la NOHL 
no siempre conduce al desarrollo de 
la enfermedad; sólo alrededor del 
10% de las mujeres y el 50% de los 
hombres que poseen una mutación 
sufren la pérdida de la visión. Un 
factor que puede contribuir a esta baja 
incidencia de la enfermedad entre los 
portadores de las mutaciones de la 
NOHL es que cada célula contiene 
miles de copias del ADN 
mítocondrial, que pueden estar 
presentes en una mezcla de 
mi tocon drías motantes y normales. 


[NOHL 15.257 A 



Genes det complejo IV 
(Cilocromo c oxídase) 

Genes del complejo V 
(ATP smtetasa) 

Genes del ARN ribosómico 


NOHL mutaciones en el ADN mitüCQndrial. 


f | Genes del complejo I 

[ I (NADH deshidrogenase) 

□ Genes del complejo III 

(Ubi quinal: dtocromo c oxidorreduciasa) 


Genes del ARH de irán sf ©renda 


□ 

□ 

□ 
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MEDICINA MOLECULAR 


Esí*s mitocondrias se distribuyen de 
arnera aleatoria a las células hijas en 
^ división celular, por lo que la 
r> r! ación de mitocondrias puede 
cambiar a medida que las células se 
dividen, dando lugar a células que 
contienen proporciones mayores o 
menores de orgánulos motantes. Sin 
embargo, muchos individuos que 
pjrtan predominantemente ADN 
rrc tocan d dales motantes tampoco 
desarrollan la enfermedad. Por tanto, 
re rece que otros factores genéticos o 
ambientales, que aún no han sido 
identificados, desempeñan un papel 
significativo en el desarrollo de la 
NOHL 

Prev ención y tratamiento 

La identificación de las mutaciones 
del ADN irdtocondrial responsables 
de la NOHL permite el diagnóstico 
molecular de la enfermedad, el cual 
puede ser importante para establecer 
un diagnóstico definitivo de tos 
pacientes sin antecedentes familiares, 
Sm embargo, la detección de 


mutaciones en el ADN mitocondrial 
es de escaso valor para localizar a los 
miembros de las familias afectadas o 
para una planificación familiar. Esto 
contrasta con la utilidad para detectar 
mutaciones congénitas de los genes 
nucleares, donde el análisis molecular 
puede determinar si un miembro de 
la familia o un embrión ha heredado 
un alelo mutante o normal. En la 
NOHL, sin embargo, tas mitocondrias 
mulantes están presentes en un 
numero elevado y son transmitidas 
por vía materna a todos los 
descendientes. Como ya se ha dicho, 
no todos los descendientes 
desarrollan ¡a enfermedad, pero esto 
no puede predecirse mediante el 
análisis genético. 

El hallazgo de que la NOHL está 
producida por mutaciones del ADN 
mitocondrial hace pensar en el 
potencial de nuevos tratamientos. 

Una aproximación es el tratamiento 
metabólico dirigido a mejorar la 
fosforilación oxidativa mediante la 
administración de sustratos o 
cofactores de la vía de transporte de 


electrones, como succinato o 
coenzima Q. Otra posibilidad que se 
ha considerado para el tratamiento de 
la NOHL es la terapia génica 
mediante la que se colocaría un alelo 
de un gen normal en el núcleo. Se 
añadiría una señal apropiada para 
dirigir el producto del gen a ta 
mitocondria, donde podría sustituir a 
la proteína codificada por la 
mitocondria defectuosa. 
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Spidica sencilla. Las proteínas dirigidas a la matriz deben cruzar tanto la 
membrana mitocondrial externa como la interna, mientras que otras proteí- 
mss deben ser enviadas a compartimentos distintos en el interior del orgá- 
■iio (p, ej v el espacio intermembrana). En la actualidad se cree que las pro- 
tenas portadoras de, al menos, cuatro clases de señales específicas de 
Erección a miento se transportan a través del transí acón de la membrana 
mitocondrial externa a los distintos compartimentos de este orgánulo. 

La intemalízaclón de proteínas a la matriz es el aspecto mejor conocido 
«se la distribución de las proteínas en la mitocondria (Fig. 11.4). La mayoría 
&= Las proteínas son marcadas a la matriz y dirigidas a la mitocondria me- 
¿ jnte secuencias amino terminales de 20 a 35 aminoácidos (denominadas 
yresecuencias) que se escinden por rotura proteolítica tras entrar en el or- 
ganillo. Las presecuencias de las proteínas mitocondria les, caracterizadas 
por primera vez por Gottfried Schatz, contienen múltiples residuos de ami- 
■oáridos con carga positiva, habitual mente en forma de hélice a antipática, 
L primer paso en la intemalizadón de la proteína es la unión de estas pre- 
■aiencías a receptores en la superficie de la mitocondria. A continuación la 
;idena polipeptídka se inserta en un complejo proteínico que dirige la 
Tanslocación a través de la membrana externa (la translocasa de la mem- 
brana externa o complejo Tom), Las proteínas Tom individuales se desig- 
nan de acuerdo con su tamaño molecular, de modo que los receptores se de- 
n ominan Tom 20, Tom 22 y Tom 5. Desde estos receptores, las proteínas son 
-ansferidas a la pro teína del poro Tom40 y son translocadas a través de la 
membrana externa. Las proteínas son transferidas a continuación a un se- 
cundo complejo proteico en la membrana intema (una de dos translocasas 
ii rerentes de la membrana interna o complejos Tim), La mayoría de las 
rm teínas con presecuencias atraviesan la membrana interna a través del 
complejo Tím23 aunque algunas, dotadas de una segunda hidrofóbica de 
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Figura 11,4 Interna liza clon de 
proteínas de la matriz mitocondríal. 

Las proteínas se dirigen al complejo 
Tom en la membrana mitocondríal 
externa por presecuendas 
aminoterminaies que poseen 
aminoácidos cargados positivamente. 
Esta presecuencia se une en primer 
logar a Tom20, y a continuación se 
transfiere a Tom5 y el poro de 
interna lizadón, Tom 40. Después de 
atravesar la membrana externa, la 
presecuencia se une al dominio 
intermembrana de Tom22 y pasa 
Tim5Q o Tim21 al complejo Tim23 en 
la membrana interna. En la matriz una 
chapetona Hsp70 asociada con Tim44 
achia como motor, empleando la 
hidrólisis de ATP para translocar la 
proteína a través de la membrana 
interna. En la mayoría de las proteínas 
destinadas para la matriz 
mitocondríal, se elimina la 
presecuencia por una pepHdasa 
procesa dora de la matriz (MPP) y se 
asocian con proteínas Hsp7D solubles 
que facilitan su plega miento. 



Presecuencia- 
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ritosólica 
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Hsp70 mitocondríal 
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dirección a miento, salen lateralmente del canal del complejo Tim23 para in- 
sertarse en la membrana interna. La translocadón de proteínas requiere . 
potencial electroquímico que se establece a través de la membrana interna 
mitocondríal durante el transporte de electrones. Como se verá en la sigu 
ente sección de este capítulo, la transferencia de electrones de alta energía 
desde el NADH y FADH : al oxígeno molecular está acoplada a la transfe- 
rencia de protones desde la matriz mitocondríal al espacio intermembrana 
Puesto que los protones son partículas cargadas, esta transferencia es tah. ir- 
ce un potencial eléctrico a través de la membrana interna, siendo la matru 
negativa. Durante la intemalizadón de las proteínas, este potencial eléctnc 
dirige la translocación de la presecuencia cargada positivamente. 

Para ser trasladadas a través de la membrana mitocondríal, las proteínas 
deben estar, al menos parcialmente, desplegadas. Por tanto, la interna lui- 
ción de las proteínas en las mitocondrias requiere chaperonas molécula 
además de las proteínas de membrana implicadas en la transí oca dón fvea- 
Fíg. 11.4), En el lado citoplásmico, los miembros de la familia de chapemos 
Hsp7ü mantienen las proteínas parcialmente desplegadas y las presentan a 
la translocasa para que puedan ser insertadas en la membrana mi tocon drtá. 
A medida que cruzan la membrana interna, las cadenas polipeptídícas 
plegar se unen a otro miembro de la familia Hsp 70, que está asociado con S 



~-i ara 1 1.5 Ciclo de unión de una chaperona Hsp70. Las chaperonas Hsp70 
|T pordonan la fuerza para translocar las proteínas a través dé las diversas 
Timbrarías, Para esto explotan su capacidad dé unirse de forma reversible a 
secuencias cortas hidrofóbicas presentes en Jos polipéptidos y, una vez unidas a 
atras estructura como Tim44, pueden actuar como un trinquete. En el estado unido 
^ \DP, el bolsillo de unión para la pro teína sustrato está cerrado y la secuencia 
liarntóbica del poiipéptido unida con fuerza. El desplazamiento del ADF por ATP 
j r-v el bolsillo, permitiendo a la Hsp70 liberaré! poiipéptido. El reconocimiento 
> - parte de una segunda secuencia hidrofóbiea resulta en la hidrólisis de ATP por 
r-, ne de Hsp7G, lo que cierra el bolsillo y une fuertemente al poiipéptido. 


c ?mplejo Tim23 y actúa como un motor que emplea la hidrólisis repetida de 
KTP para conducir la intemaJizadón de proteínas (Fig. 11.5). En la mayoría 
los casos, la presecuencia es entonces escindida por una peptidasa pro- 
badora de la matriz (MPP: matríx Processing peptidase) y la cadena poll- 
as ptídica se une a otras chaperonas Hsp70 de la matriz que facilitan su ple- 
gamiexito. Algunos polipéptidos se transfieren a continuación a una 
iaperona de la familia HspóÜ (una chaperonina, véase Fig. 8.24), en cuyo 
r.:-nor se producen pagamientos proteicos adicionales. Estas interaccio- 
nes de cadena polipep tí dicas con chaperonas moleculares dependen de 
- ??, de modo que la internalizar ion de proteínas requiere ATP tanto fuera 
corro en el interior de las mi tocan drías, además del potencial eléctrico a tra- 
de ía membrana interna, 

¡ Corno se ha mencionado previamente, algunas proteínas mi tocond ríales 
§e iirigen a la membrana externa, a la membrana intema o al espacio ínter- 
remó rana en lugar de a la matriz, por lo que se requieren mecanismos 
adicionales para dirigir estas proteínas al compartimento submitocondrial 
correcto. Muchas de las proteínas de la membrana interna son transporta- 
: ras de moléculas pequeñas que son proteínas transmembrana multipase 
r_e intercambian nudeótidos e iones entre la mitocondria y el citosol. Estas 
: - teínas no contienen presecuencias, por el contrario poseen múltiples se- 
hiendas de internaliz ación en la mitocondria interna. En consecuencia, no 
son reconocidas por Tom2Ü. Estas proteínas de la membrana interna, en 
asociación con una cha pero na Ksp90, son reconocidas por un receptor dis- 
imo en la membrana mitocondrial externa (Tom7Ü), y a continuación son 
-ranslocadas por la membrana a través de Tom40 (Fig* 11,6), En el espacio 
itermembrana, las proteínas son reconocidas por componentes móviles de 
un complejo Tim diferente, el complejo Tim22, Estas proteínas Tim peque- 
ras (denominadas proteínas Tiny Tim) funcionan como chaperonas y como 
transportadoras que escoltan proteínas hasta Tim22, A continuación, estas 
proteínas son parcialmente translocadas a través de Tim22, antes de que se- 
fíales internas de detención de ía transferencia causen su salida lateral del 
poro de Tim 22 y su inserción en la membrana interna. 
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Figura 1 1 .6 Intemalizadón de 
proteínas transportadoras de 
moléculas pequeñas en la 
membrana mitocondrial interna. 

Estas proteínas poseen secuencias de 
señal interna, en lugar de 
presecuenrias N-terminales. Las 
secuencias de señal interna son 
reconocidas por receptores Tom70, 
desde el que es transferida la proteína 
transmembrana al canal Tom4Ü, En el 
espado intermembrana, la proteína se 
une a las proteínas pequeñas móviles 
Tim, las proteínas Tiny Tim t que la 
guían al complejo Jim 22 de la 
membrana interna. Las proteínas Tiny 
Tím transfieren la proteína a Tírn54 y a 
continuación, al poro de 
intemalización de Tim22. Las 
secuencias internas de detención de la 
transferencia detienen la trans locación 
y la proteína se transfiere lateralmente 
al interior de la membrana 
miíoeondrial interna. 



Membrana externa 


Membrana interna 


® Q Matriz 


Espacio intermembrana 


Otras proteínas con destino en la membrana extema, interna o el espado! 
intermembrana poseen tanto una señal presecuencia como una secuencu | 
de señal interna. Puesto que contienen presecuencias, estas proteínas sor] 
reconocidas por los receptores Tom2Ü en la membrana externa y transios 
das a través del canal Tom40 (Fig. 11.7). Algunas de estas proteínas con do- 
minios transmembrana de a-hélices salen del complejo cana! Tom40 lateral-! 
mente. Otras proteínas con secuencias señal complejas pasan a través de ¿ 
membrana externa debido a que son reconocidas por chapetonas especié- j 
cas para cisterna, pero permanecen en el espacio intermembrana en lugar del 
entrar en Tim23. Otras proteínas destinadas al espacio intermembrana, ade- 
más de algunas proteínas de la membrana interna, son transportadas er 
primer lugar a través de la membrana interna a la matriz mitocondrial a traH 
ves del complejo Tim23. A continuación, son marcadas para su pos tened 
transporte con una segunda señal que se descubre tras la eliminación de & 
presecuencia en la matriz. Esta segunda señal las dirige a una tercera trans-l 
locasa, Oxal, donde pasan al interior al espado intermembrana o son dete- 
nidas en su tránsito por señales de detención de La transferencia e inseri- 
das en la membrana interna. Oxal es también la translocasa para aqueles J 
proteínas intermembrana y de la membrana interna codificadas por el ce] 
noma mitocondrial, que son sintetizadas en los ríbosomas mitocondriakd 
de la matriz. Por último, muchas proteínas de la membrana externa, comal 
Tom40 y las proteínas con barril (3 (como las porinas), salen hacia el espacie 
intermembrana a través del complejo Tom (Fig. 11.8), donde son recorto* 



Bioenergética y metabolismo 


4¿3 



Citosol 

Membrana 
externa 


Espacio 

intermembrana 





J Membrana 
> interna 




Matriz 


Complejo 
Hsp70 


& i Hso70 


Hsp70 
mitocondrial 




Figura 1 1 1 Distribución de 
proteínas que contienen 
presecuencias a los distintos 
compartimentos mifocondriales. 

Las proteínas mitocond ríales con 
presecuencias N-termínales pueden ser 
internalizadas en la membrana 
externa, ía membrana interna o el 
espacio intermembrana. Las 
presecuencias de estas proteínas son 
reconocidas por el receptor Tbm20 y 
transferidas a Tom40. Las proteínas 
destinadas a la membrana extema 
detienen la translocación en el 
complejo Tbm4Ü y pasan lateralmente 
al interior de la membrana. Algunas 
proteínas destinadas al espacio 
intermembrana son translocadas a 
través de Tbm40, pero son reconocidas 
por chapetonas específicas para 
cisterna, permanecen en el espado 
Inter-membrana en lugar de 
interaccionar con el complejo Tim23. 
Otras proteínas son transferidas a 
través de Tim23 a la matriz 
mitocondrial. La eliminación de la 
presecuentía en el interior de la matriz 
deja expuesta una segunda señal que 
dirige a estas proteínas de nuevo a la 
membrana Interna o el espacio 
intermembrana a través del poro de 
translocadón Oxal, 


¿as por las proteínas Tinv Tim y transportadas hacia un segundo complejo 
Banslocón, denominado SAM (maquinaria de distribución y ensamblaje), 
úesde el cual se insertan en la membrana externa* 

No sólo las proteínas, sino también los fosfoiípidos de las membranas 
«¿tocondriales son i mp orlados desde el citosol. En las células animales, la 
fcslatidilcolirta y la fosfatídiletano lamina se sintetizan en el RE y se trans- 
; rtan a las mitocondrias mediante proteínas de transferencia de fosfolí- 
fí dos, que extraen moléculas aisladas de fosfolípídos de ía membrana 
¿e RE. Entonces el lípido puede transportarse a través del ambiente acuoso 
iel citosol, protegido por el sitio de unión hidrofóbico de la pro teína, y libe- 
rarse cuando el complejo llega a una nueva membrana, como la de las mito- 
: cidrias. Las mitocondrias sintetizan fosfatídílserina a partir de fosfatidil- 
r .molamina, y además catalizan la síntesis del fosfolípido poco frecuente 
cardiolipina, que contiene cuatro cadenas de ácidos grasos (Fig. 11*9). 


Mecanismo de la fosforilación oxidativa 

La mayor parte de la energía utiliza ble obtenida de la degradación de los hi- 
dratos de carbono o de las grasas deriva de la fosforilación oxidativa que 
-ene lugar en el interior de la mitocondria. Por ejemplo, la degradación de 
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Figura 1 1 .8 Inserción de proteínas con barril p en la membrana mitocondrial 
externa. La transferencia de los precursores de las proteínas con barril p de la 
membrana mitocondrial externa se efectúa a través del complejo Tom; estas 
proteínas se unen por acción de las proteínas chaperonas Tmy Tim en el espado 
intermembrana, A continuación, se dirigen a un segundo translocón, conocido 
como SAM (maquinaría de distribución y ensamblaje), y se insertan en la 
membrana externa. 


la glucosa mediante la glicólisis y el ciclo del ácido cítrico rinde un total 
de cuatro moléculas de ATP, diez moléculas de MADH, y dos moléculas de 
FADH 2 (véase Cap. 3), Los electrones del NADH y del FADH 2 son transferí 
dos después al oxígeno molecular, lo cual está acoplado a la formación d= 
32 a 34 moléculas adicionales de ATP mediante la fosforilación oxida ti va, E 
transporte de electrones y la fosforilación oxidativa son actividades críticas 
de los complejos de las proteínas de la membrana mitocondrial interna, que 
puede considerarse como la fuente principal de energía celular 


Figura 1 1 .9 Estructura de la 
cardiolipina. La cardiolipina es un 
fosfolípido «doble» poco frecuente, 
que se encuentra principalmente en la 
membrana mitocondrial interna. 
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:=dena de transporte de electrones 

Parante la fosforilación oxidativa los electrones derivados del NADH y 
FADH- se combinan con el CU, y la energía liberada de estas reacciones de 
m dación /reducción es utilizada para dirigir la síntesis de ATP a partir del 
AD?. La transferencia de electrones desde el NADH al 0 2 es una reacción 
desprende mucha energía, con una AG af =-52,5 kcal/mol por cada par 
& electrones transferidos. Para poderse utilizar, esta energía debe produ- 
cirse gradualmente, mediante el paso de ios electrones a través de una serie 
it rransportadorea que constituyen la cadena de transporte de electrones. 
Éstos transportadores están organizados en cuatro complejos en la mem- 
fcrana mitocondrial interna. Un quinto complejo de proteínas sirve después 
pára acoplar las reacciones del transporte de electrones, productoras de 
energía, a la síntesis de ATP 

Los electrones del NADH entran en la cadena de transporte de electrones 
- el complejo I, constituido aproximadamente por 40 cadenas polípeptídi- 
a- Fig, 11,10). Hstos electrones primero se transfieren desde el NADH a un 
- nonucleótido de flavina, y después, a través de un transportador de hie- 
— >azufre, a la coenzima Q — un proceso que desprende energía con una 
aC - -16,6 kcal/mol". La coenzima Q (también denominada ubiquino- 
- 1 es una molécula pequeña, liposoluble, que transporta los electrones des- 
S. el complejo í, a través de la membrana, hasta ei complejo ÍII, que está 
tt nstituida aproximadamente por 10 polipéptidos. En el complejo 111 los 
electrones se transfieren desde el citocromo b al dtocromo c — una reacción 
que libera energía con una AG° f - -10,1 kcal/mol — . Ei citocromo c t una 
pr teína de membrana periférica, unida a la cara externa de la membrana 
mrema, transporta a continuación los electrones al complejo IV (citocromo 
cmdasa), donde finalmente son transferidos al 0 : (AG a ' = -25, 8 kcaí/mol). 

Un complejo de proteínas diferente (complejo II), constituido por cuatro 
r Uipéptidos, recibe los electrones del succinato, que es un producto inter- 
-ediario del ciclo del ácido cítrico (Fig, 11,11). Estos electrones son transfe- 
rios al FADH ,, en lugar de al NADH, y después a la coenzima Q. Desde la 
^enzima Q los electrones se transfieren al complejo III y después al com- 
plejo IV/ como ya se ha descrito. A diferencia de la transferencia de electro- 
desde el NADH a la coenzima Q en el complejo I, la transferencia de 
electrones desde el EADH¿ a la coenzíma Q no lleva asociada una disminu- 
non significativa de la energía libre, por lo que no está acoplada a la síntesis 
de ATP. Por tanto, el paso de los electrones derivados del FADH 2 a través de 
la cadena de transporte de electrones sólo rinde energía libre en los comple- 
jos III y IV. 

La energía libre derivada del paso de electrones a través de los complejos 
L til v IV se obtiene al acoplarse con la síntesis de ATP. Es importante desta- 
rar que el mecanismo por el que la energía derivada de estas reacciones de 
xansporte de electrones se acopla a la síntesis de ATP H es bmd amenta inien- 
te diferente de la síntesis de ATP durante la glicólisis o el ciclo del ácido cí- 
trico. En estos últimos, un fosfato rico en energía se transfiere directamente 
.■] ADP desde otro sustrato, en una reacción que libera energía. Por ejemplo, 
en la reacción final de la glicólisis, el fosfato rico en energía del fosfoenol- 
píruvato es transferido al ADP, dando lugar a piruvato más ATP (véase 
Fig, 3.11), Esta transferencia directa de grupos fosfato de alta energía no tie- 
ne lugar durante el transporte de electrones. En su lugar, la energía deriva- 
da del transporte de electrones está acoplada a la generación de un gradien- 
te de protones a través de la membrana mitocondrial interna. La energía 
potencial almacenada en este gradiente se obtiene mediante un quinto com- 
plejo proteínico que acopla el flujo, energéticamente favorable, de los proto- 
nes a través de la membrana, a la síntesis de ATP. 


■ La rotenona, un inhibidor de la 
transferencia electrónica desde el 
complejo I hasta Ja coenzima Q, se 
emplea como un insecticida de 
amplio espectro. 


■ Adición al mente a su papel en el 
transporte electrónico, el citocromo 
c es un regulador dave en la 
muerte celular programada en Las 
células de mamífero (analizado en 
el Cap. 17). 
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Los electrones se trans- 
fieren a continuación al 
dtocromo c r una proteica 
periférica de membrana, 
que transporta los 
electrones al complejo IV 


Las transferencias da electrones en los 
complejos 1, II! y IV llevan asociadas una 
disminución de la energía libre, que se 
utiliza para bombear protones desde la 
matriz hasta el espacio intemnembrana. 
Esto establece un gradiente de protones 
a través de la membrana Interna. La 
energía almacenada en el gradiente de 
protones se utiliza a continuación para 
dirigir la síntesis de AT P, a medida que se 
produce un flujo de retomo de tos 
protones a la matriz a través del complejo V 


EE complejo IV transfiere 
los electrones al oxigeno 
molecular 


Citosof 


Espacio 

¡ntermembr.ana 


2CH1 + 1/2 02 


Los electrones después 
se transfieren al coenzima 
Q n que lleva tos electrones 
por la membrana hasta 
el complejo III 


Los pares de electrones 
entran en la cadena de 
transporte de electrones 
en el complejo I, 
procedentes del MADH 



Acoplamiento quimiosmótico 

F-l mecanismo de acoplamiento del transporte de electrones a la generador 
de ATP, el acoplamiento quimiosmótico, es un ejemplo significativo de la 
relación entre estructura y función en la biología celular, La hipótesis del 
acoplamiento quimiosmótico fue propuesta por primera vez en 1961 p l r 
Pefer Mitchell, quien sugirió que el ATP se genera utilizando la energía al- 
macenada en forma de un gradiente de protones a través de las membranas 
biológicas, en lugar de por una transferencia química directa de grupos ri- 
cos en energía. Inicialmente, los bioquímicos fueron muy escépticos con 
este planteamiento, y la hipótesis quimiosmótica tardó más de una década 
en ganar la aceptación general de la comunidad científica. Sin embargo, con 
el tiempo se acumuló una evidencia abrumadora a su favor, y actualmente 
el acopiamiento quimiosmótico se reconoce como un mecanismo general de 
generación de ATP, que interviene no sólo en las mitocondrias sino tambiér 
en los cloroplastos y en las bacterias, donde se genera ATP mediante un gra- 
diente de protones a través de la membrana plasmática. 
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El transporte de electrones a través de los complejos 1, 111 y IV está aco- 
rlado al transporte de protones fuera del interior de la mitocondria (véase 
Fig. 11.9)* Por tanto, las reacciones del transporte de electrones que liberan 
energía están acopladas a la transferencia de protones desde la matriz ai es- 
pacio intermembiana, lo que establece un gradiente de protones a través de 
la membrana interna. Los complejos I y TV parece que actúan como bombas 
de protones, que tranfieren protones a través de la membrana como conse- 
cuencia de cambios conformadonales inducidos por el transporte de elec- 
trones. En el complejo 01, los protones son transportados a través de la 
membrana mediante la coenzima Q, que acepta protones de la matriz en los 
complejos I y II y los libera en el espacio intemiembrana en el complejo ILl. 
Los complejos 1 y III transfieren cuatro protones cada uno a través de la 
membrana por cada par de electrones. En el complejo IV, por cada par de 
electrones se bombean dos protones a través de la membrana y otros dos 
protones se combinan con el 0 2 para formar LLQ en la matriz. Así, en cada 
uno de estos tres complejos, se transporta fuera de la matriz mitocondria! el 
equivalente de cuatro protones por cada par de electrones. Esta transferen- 
cia de protones desde la matriz al espacio intermembrana desempeña el pa- 
pel fundamental de convertir la energía derivada de las reacciones de oxi- 
dación/red ucción del transporte de electrones en la energía potencial 
almacenada en un gradiente de protones. 


Figura lf.11 Transporte de 
electrones desde eí NADH;, Los 

electrones procedentes del succinato 
entran en Ja cadena transportadora de 
electrones a través del FADFL en el 
compiejo II. A continuación son 
transferidos al coenzima Q y 
transportados a lo largo del resto de la 
cadena transportadora de electrones 
como se describió en la Figura 11.10, La 
transferencia de electrones desde el 
FADFL a la coenzima Q no lleva 
asociada una disminución significativa 
de la energía libre, por lo que en el 
complejo II no se bombean protones a 
través de la membrana. 
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EXPERIMENTO CLAVE 


Teoría quimiosmótica 


Acoplamiento de la fosforilación a la transferencia 
de electrones e hidrógeno mediante un mecanismo 
de tipo químiosmóttco 

Peter Mitchell 

Urtivcrsihf ofEáhdntrgk. Edinburgh, Scotland 
j Na tu re, 1961, Volumen 191 r págs. 144-148 


Contexto 

En Jos años 50 ya se había establecido 
claramente que en la fosforilación 
oxí dativa intervenía la transferencia 
secuencia 1 de electrones a través de 
una serie de transportadores hasta el 
oxígeno molecular. Pero permanecía 
siendo un misterio cómo se convertía 
en ATP la energía derivada de estas 
reacciones de transferencia de 
electrones. Lo más obvio era pensar 
que el ADP se convertía en ATP 
mediante la transferencia directa de 
grupos fosfato ricos en energía desde 
algún otro intermediario, como se 
sabía que ocurría durante i a glicólisis. 
Asi, se postuló que se producían 
intermediarios ricos en energía como 
consecuencia de las reacciones de 
transferencia de electrones, y que 
estos intermediarlos posteriormente 
dirigían la síntesis de ATP mediante la 
transferencia del grupo fosfato. 


La búsqueda de estos 
Intermediarios ricos en energía se 
convirtió en uno de los objetivos 
fundamentales de la investigación 
durante los años 50 y 60. Pero a pesar 
de muchas primicias falsas, no se 
encontraron tales intermediarios. 
Además, había varios aspectos de la 
fosforilación oxida ti va que eran 
difíciles de encajar con la hipótesis 
ortodoxa de que la síntesis de ATP 
estaba dirigida simplemente por la 
transferencia de un grupo fosfato. 
Concretamente, la fosforilación estaba 
estrechamente asociada a las 
membranas y se inhibía por diversos 
compuestos que alteraban la 
estructura de la membrana. Estas 
consideraciones llevaron a Peter 
Mitchell a proponer un mecanismo 
fundamentalmente diferente de 
acoplamiento energético, en el que la 
síntesis de ATP estaba dirigida por un 



gradiente electroquímico a través de 
una membrana en lugar de por los 
intermediarios ricos en energía 
buscados por otros investigadores. 

Experimentos 

La propuesta fundamental de la 
hipótesis quimiosmótica era que el 
«intermediario» que acoplaba el 
transporte de electrones a la síntesis 
de ATP era un gradiente 
electroquímico de protones a través de 
la membrana. Mitchell postuló que tal 
gradiente estaba producido por el 
transporte de electrones, y que el flujo 
retrógrado de los protones a través de 
la membrana en la dirección 
energéticamente favorable se acoplaba 
a la síntesis de ATP (véase figura). 


Debido a que los protones son partículas cargadas eléctricamente, la 
energía potencial almacenada en el gradiente de protones es de naturaleza 
tanto eléctrica como química. El componente eléctrico corresponde a ia di- 
ferencia de voltaje a través de la membrana mitocóndrial interna, siendo la 
matriz de la mitocondria negativa y el espacio intermembrana positivo. La 
energía Libre correspondiente viene dada por la ecuación 


AG = -FAV 


donde F es la constante de Farad ay y AV es el potencial de membrana. La 
energía libre adicional que corresponde a la diferencia en la concentración 
de protones a través de 1a membrana, viene dada por la ecuación: 

|TT]¡ 

&G-RT In £ H+]o 

donde [EL], y [ET] n se refieren a la concentración de protones dentro y fuera 
de la mitocondria, respectivamente. 

En las células metabólicamente activas, los protones son bombeados fue- 
ra de la matriz de tal manera que el gradiente de protones a través de la 
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Representación de Mitchell del 

I acoplamiento qmrniosmótico entre 
un sistema de transporte de electrones 
ten la parte superior) y un sistema 
generador de ATF (en la parte inferior) 
en una membrana (M) que delimita una 
fase acuosa L en un medio acuoso R 

La hipótesis del acoplamiento 
qui mi osmótico explicaba claramente 
la falta de éxito en la identificación de 
tirt intermediario químico rico en 
energía, así como el hecho de que se 
necesitaran las membranas intactas 
para la síntesis de ATF, Es más, fue 
un concepto radical que se enfrentó al 
dogma bioquímico de la época. En 
uno de los últimos párrafos del 


artículo de 1961, Mitchell asumió una 
visión filosófica de su propuesta 

revoluciona ría: 

En tas ciencias ex acias, causa y efecto 
no son más que acontecimientos 
secugnciales , Actualmente los 
bioquímicos aceptan Ja idea de que el 
metabolismo es te causa del transporte 
de membrana . La tesis subyacente a la 
hipótesis formulada aquí es que si los 
procesos que llamamos metabolismo y 
transporte representan 
acontecimientos en una secuencia, el 
metabolismo rca soto puede ser la causa 
del transporte sino que también el 
transporte puede ser la causa del 
metabolismo , 

Impacto 

La hipótesis de Mitchell fue acogida 
con escepticismo y fue objeto de un 
agrio debate durante más de una 
década. Sin embargo, !a gran cantidad 
de evidencias que apoyaban esta 
hipótesis, obtenidas por Mitchell y 
sus colaboradores así como por otros 
investigadores, finalmente 
condujeron a la aceptación general de 
la hipótesis quimiosmótica — 
conocida a partir de entonces como 
teoría quimiosmótica— , Ahora es 
aceptada no sólo como la base para la 
generación de ATF durante la 


fosforilación oxida ti va y la 
fotosíntesis en bacterias, mitoeondrias 
y cíoroplastos, sino también para el 
transporte dependiente de energía de 
diversas moléculas a través de las 
membranas celulares. 

El trabajo de Mitchell fue recono- 
cido con el Premio Nobel en 1978, La 
conferencia que pronunció en esa 
ocasión comenzaba de la siguiente 
ma- 
nera: 

Aunque me hubiera gustada que el 
fundamento quimmmótico del 
metabolismo vectorial y de l a 
transferencia de energía biológica 
llegara a ser algún día generalmente 
aceptado, hubiera sido presuntuoso 
por mi parte esperar que eso ocurriera „ 
¿No fue Max Planck quien comentó 
que una idea científica nueva no 
triunfa porque convence a sus 
oponentes, sino porque sus oponentes 
se acaban muñendo? El hecho de que 
lo que empezó llamó mióse ¡a hipótesis 
quimiosmótica haya sido ahora 
proclamado como te teoría 
quimiosmótica ... me ha sorprendido y 
me ha encantado , particularmente 
porque aquéllos que fueron 
anteriormente mis oponentes más 
competentes aún están en ¡a etapa más 
rm portante de sus vidas científicas. 


membrana interna corresponde aproximadamente a una unidad de pH, o a 
una concentración de protones en el interior de la mitocondria diez veces 
menor (Fig. 11.12), Por tanto, el pH de la matriz mitocondrial es aproxima- 
damente 8, comparado con el pH neutro (aproximadamente 7) del citosól y 
del espacio íntermembrana. Este gradiente también genera un potencial 
eléctrico de aproximadamente 0,14 V a través de la membrana, siendo la 
matriz negativa. Tanto e! gradiente de pH como el potencial eléctrico diri- 
gen el flujo de protones desde el dtosol de vuelta a la matriz, por lo que su 
combinación supone un gradiente electroquímico a través de la membrana 
mitocondrial interna, con una A G correspondiente de alrededor de 
-5 kcal/moi por protón. 

Debido a que la bicapa fosfolipídica es impermeable a los iones, los pro- 
tones sólo pueden atravesar la membrana a través de un canal de proteínas. 
Esta restricción permite aprovechar la energía del gradiente electroquímico 
y que sea convertida en ATT, mediante la acción del quinto complejo que in- 
terviene en la fosforilación óxidatíva, el complejo V, o ATF sin te tasa (véase 
Fig. 11 .10). La ATF slnfetasa está constituida por dos componentes estmctural- 
mente diferentes, F (] y F, , que están unidos por un tallo estrecho (Fig. 11.13). La 
porción F 0 es un motor de energía eléctrica que atraviesa Ja membrana in- 
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Figura 11.12 Naturaleza 
electroquímica del gradiente de 
protones. Debido a que los protones 
están cargados positivamente, el 
gradiente de protones que se establece 
a tra vés de la membrana mitocondrial 
intema tiene un componente tanto 
químico como eléctrico. El componente 
químico es el gradiente de la 
concentración de protones, o de pH, 
que se corresponde con una 
concentración de protones 
aproximadamente diez veces superior 
en el lado citosólíco de la membrana 
mitocondrial interna (una diferencia de 
una unidad de pH). Además, hay un 
potencial eléctrico a través de la 
membrana, debido al incremento neto 
de la carga positiva en el lado 
citoplásmico. 


■ Otro ejemplo de uiunotor 
rotad onal electroquímico 
es el flagelo bacteriano. 


O 



Citosol 



tema y proporciona un canal a través del cual los protones fluyen de vuelta 
desde el espacio intermembrana a la matriz. El retomo energéticamente fa- 
vorable de los protones a la matriz está acoplado con la síntesis de ATP me- 
diante la subunidad F l , que cataliza la síntesis de ATP a partir de ADP e io- 
nes fosfato (P-). Estudios estructurales detallados han establecido c 
mecanismo de acción de la ATP sintetasa, que implica el acoplamiento me- 
cánico entre las subunidades F n y F,. Concretamente, el flujo de protones a 
través de F 0 determina la rotación de V u que actúa como un motor de rota- 
ción que dirige la síntesis de ATP. 

Parece que se requiere el flujo de vuelta a través de la membrana de cua- 
tro protones a través de F L , para dirigir la síntesis de una molécula de ATP 
por F 1; lo que concuerda con que cada una de las transferencias de protones 
en los complejos l r DI y IV, contribuye con la suficiente energía libre al gra- 
diente de protones como para dirigir la síntesis de una molécula de ATP. De 
esta manera, la oxidación de una molécula de NADH da lugar a la síntesis 
de tres moléculas de ATP, mientras que la oxidación de FADHn, que entra er. 
la cadena de transporte de electrones en el complejo 0, genera sólo dos mo- 
léculas de ATP. 

Transporte de metabolitos a través de la membrana interna 

Además de dirigir la síntesis de ATP, i a energía potencial almacenada en el 
gradiente electroquímico dirige el transporte de moléculas pequeñas dentro 
V fuera de la mitocondria. Por ejemplo, el ATP sintetizado en las mitococ- 


Figura 1KT3 Estructura de la ATP sintetasa. La ATP sintetasa mitocondrial 
(complejo V) está constituida por dos subunidades, F n y F 3 , que están unidas por un 
tallo estrecho. F .atraviesa ia bicapa üpídka, formando un canal a través del cual loó 
protones pueden atravesar la membrana. F 3 aprovecha la energía libre derivada de; 
flujo de protones a favor del gradiente electroquímico, catalizando la síntesis 
de ATP 
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í 11-14 Transporte de metabolitos a través de la membrana interna 

nseccondrial. EJ transporte de moléculas pequeñas a través de la membrana 
Hh-: ^ mitocondríal está mediado por proteínas transportadoras que atraviesan la 
pr ~i~ "in i y está dirigido por el gradiente electroquímico. Por ejemplo, el ATP es 
■portado desde las mitocondrias ai citosol medíante un transportador que lo 
fcÉ i obla por ADR El componente eléctrico del gradiente electroquímico dirige 

intercambio: el ATP tiene una mayor carga negativa (-4) que el ADP (“3), por Lo 
el ATP es exportado desde la matriz mitocondríal al citosol mientras que el 
¿T P es importado a la mítocondria, Por el contrario, el transporte de fosfato fP ) y 
;jt rjvato está acoplado a un intercambio de iones hidroxilo (OH ); en este caso el 
asi- r nente de pH del gradiente electroquímico dirige la exportación de iones 
"Sfci- xilo, acoplada al transporte de P,y pinivato al interior de las mitocon drías. 


.:■> tiene que ser exportado al citosol, mientras que el ADP y el P, tienen 
r r ser importados desde el citoplasma para que continúe la síntesis de 
Á7P El gradiente electroquímico generado por el bombeo de protones pro- 
: rciona la energía requerida para el transporte de estas moléculas y de 
■tr s metabolitos que se necesitan en las mitocondrias (Fig. 11.14). 

-i transporte de ATP y ADP a través de la membrana interna está media- 
ái por una proteína integral de membrana, el transportador de nucleótidos 
¡fe adenina, que transporta una molécula de ADP al interior de la mitocon- 
dría a cambio de una molécula de ATP transferida desde la mítocondria al 
. itosoL. Debido a que el ATP tiene una carga negativa mayor que el ADP (-4 
n comparación con -3), este intercambio está dirigido por el componente 
eléctrico del gradiente electroquímico, Puesto que el gradiente de protones 
establece una carga positiva en el lado dtosólico de la membrana, el inter- 
cambio de ATP por ADP es energéticamente favorable. 

Además de ADP, la síntesis de ATP en la mítocondria también requiere 
mes fosfato (P,), por lo que también debe importarse P. desde el citoplas- 
ma. Esto lo realiza otra pro teína transportadora de membrana, que importa 
fosfato (H^POl) y exporta iones hidroxilo (OH ), Este intercambio es eléctri- 
. amente neutro porque tanto los iones fosfato como los iones hidroxilo tie- 
nen una carga de -L Sin embargo, el intercambio está dirigido por el gra- 
diente de la concentración de protones; el pH más elevado en el interior de 


■ Todos los mamíferos recién 
nacidos (y determina dos 
mamíferos adultos) contienen un 
tejido especializado denominado 
grasa parda, las mitocondrias de 
las células de la grasa parda 
contienen una proteína 
desacoplados denominada 
temí ogen i na, que emplea el 
gradiente de protones para generar 
calor. La grasa parda es muy 
importante para Ea 
termorreguladón en neonatos 
y en anímales que hibernan. 
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las mitocondrias se corresponde con una mayor concentración de iones hi- 
droxilo, lo que favorece su translocación al lado citosolico de la membrana. 

La energía del gradiente electroquímico se utiliza de forma similar para 
dirigir el transporte de otros metabolitos al interior de las mítocondrias. Por 
ejemplo, el transporte de piruvato desde el citoplasma (donde se produce 
por la glicólisís) al interior de la mitocondria está mediado por un transpor- 
tador que intercambia piruvato por iones hidroxilo. Otros intermediarios 
del ciclo dei ácido cítrico son capaces de ir y venir entre las mítocondrias v 
el citosol mediante mecanismos de intercambio similares. 


Cloroplastos y otros plástidos 

Los cloroplastos, los organillos responsables de la fotosíntesis, son simila- 
res a las mitocondrias en muchos aspectos. Tanto los cloroplastos como las 
mítocondrias tienen como función generar energía metabólica, evoluciona- 
ron mediante end osimbiosis, contienen su propio sistema genético y se re- 
plican por división. Sin embargo, los cloroplastos son más grandes y más 
complejos que las mitocondrias, y desempeñan varias funciones críticas 
además de generar ATP. Los cloroplastos son responsables de la conversión 
fotosintética de CO z en carbohidratos. Además, los cloroplastos sintetizar 
aminoácidos, ácidos grasos y los componentes lipidíeos de sus propia* 
membranas. En los cloroplastos también tiene lugar la reducción de nitrito 
(NO;) a amoniaco (NH V ), una etapa esencial en la incorporación de nitróge- 
no a los compuestos orgánicos. Es más, los cloroplastos son sólo uno de In- 
diferentes tipos de orgánulos relacionados (plástidos) que desempeñan di- 
versos papeles en las células vegetales. 

Estructura y función de los cloroplastos 

Los cloroplastos de las plantas son orgánulos grandes (5 a 10 Jim de longi- 
tud) que, como las mitocondrias, están delimitados por una doble membr.: 
na denominada la envuelta del doroplasto (Eig. 11.15). Además de las mem- 
branas interna y externa de la envuelta, los cloroplastos tienen un tercer 
sistema de membranas interno, denominado la membrana del til a coi de, L 
membrana del tílacoide forma una red de discos aplanados denominados 
tílacoides, que suelen estar organizados en apilamientos denominados ¿p 
na. Debido a esta estructura de membrana triple, la organización interna dr 
los cloroplastos es más compleja que la de las mitocondrias. Concrétame^ 
te, sus tres membranas dividen a los cloroplastos en tres compar: 
mentes intemos diferentes: 1) el espacio intermembrana entre las dos mere 
branas de la envoltura del doroplasto; 2) el estroma, que se dispone dent: 
de la envuelta pero por fuera de la membrana del tílacoide, y 3) la luz del t> 
la cuide. 

A pesar de su mayor complejidad, las membranas de los cloroplastos tie- 
nen similitudes funcionales claras con las de las mitocondrias — como ere 
de esperar, dado el papel de ambos orgánulos en la generación quimiosme- 
tica de ATP — ■, La membrana externa de la envuelta del doroplasto, como ia 
de la mitocondria, contiene porinas y por tanto es permeable a las rodée- 
las pequeñas. Por el contrario, la membrana interna es impermeable a iones 
y a metabolitos, que sólo podrán entrar en los cloroplastos a través de trar ~ 
portadores específicos de membrana. Estas propiedades de las membranas 
interna y externa de la envuelta del doroplasto son similares a las de las 
membranas interna y extema de las mitocondrias: en ambos casos la mem- 
brana interna restringe el paso de moléculas entre el citosol y el interior de 
orgánulo. El estroma del doroplasto también equivale funcionalmente a _ 
matriz mitocondria 1: contiene el sistema genético del doroplasto y diversa $ 
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: gura 11.15 Estructura de un doroplasto. Además de las membranas interna y 
rema de la envuelta, los cloroplastos contienen un tercer sistema de membranas 
eternas: la membrana de! tilacoide, Estas membranas dividen a los cloroplastos en 
res compartimentos internos. (Mícrofotografía electrónica por E. 1 i. 

* e wcorribe / Biolog ica 1 Fho to Service, ) 


enzimas metabólicas, incluyendo las responsables de la conversión crítica 
de CO : en carbohidratos durante la fotosíntesis. 

La principal diferencia entre Los cloroplastos y las mítocondrias, tanto en 
orminos de estructura como de fundón, es la membrana del tilacoide. Esta 
membrana tiene una importancia fundamental en los cloroplastos, donde 
realiza el papel de la membrana mitocondrial interna en el transporte de 
electrones y en la generación quimí osmótica de ATI 5 (Fig. 11.16). La mem- 
brana interna de la envuelta del doroplasto (que no está plegada en crestas) 
no funciona en el transporte electrónico ni en la fotosíntesis. En su lugar, el 
sistema de transporte de electrones del doroplasto se localiza en la mem- 
brana del tilacoide, y los protones son bombeados a través de esta membra- 
na desde el estroma hacia la luz del tilacoide. El gradiente electroquímico 
resultante dirige la síntesis de ATP a medida que los protones retoman ha- 
da el estroma. Por tanto, en cuanto a su papel en la generación de energía 
metabóiica, la membrana del tilacoide de los cloroplastos equivale a la 
membrana interna de las mítocondrias. 
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Figura 11.16 Generación 
químiosmótíca de ATP en los 
doroplastos y en las mitocondrias. 

En las mitocondrias, el transporte de 
electrones genera un gradiente de 
protones a través de la membrana 
interna, que se utiliza para dirigir la 
síntesis de ATP en la matriz. En los 
doroplastos, el gradiente de protones 
se genera a través de la membrana del 
tilacoide y se utiliza para dirigir la 
síntesis d e ATP en el estroma . 
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Cenoma del cloroplasto 

Al igual que las mitocondrias, los doroplastos contienen su propio sist 
genético, lo que refleja su origen evolutivo a partir de bacterias fotosint 
cas. Los genomas de 6-9 Mb de las actuales cianobacterias fotosintéticas 
vida líbre codifican entre 5-400 y 7,200 proteínas. Al igual que en las mi 
con drías, los genomas de los doroplastos consisten en moléculas de , 
circular presentes en múltiples copias en cada orgánulo. Sin embargo, d ¡ 
noma de los doroplastos es más grande y más complejo que el de las 3 
condrias, oscilando entre 120 y 160 kb y con un contenido aproximado 
150 genes. 

Se ha secuencíado el genoma de los doroplastos de varias plantas, lo 
ha permitido identificar muchos de los genes presentes en el ADN de 
orgánulo. Estos genes codifican tanto ARN como proteínas que intervi 
en ia expresión génica, así como varias proteínas implicadas en la fotos ir 
sis (Tabla 11,2). Tanto los ARN ribosómicos como ¡os de transferencia u 
zados para la traducción de los ARNm del cloroplasto son codificados 
el genoma del orgánulo. Estos incluyen cuatro ARNr (23S, 165, 5S y 4 : 
y 30 especies de ARNt. A diferencia de lo que ocurría con el menor núm 
de ARNt codificados por el genoma mitocondria], los ARNt del doropl 
son suficientes para que se traduzcan todos los codones del ARNm segur 
código genético universal Además de estos componentes de ARN del si 
ma de traducción, el genoma del cloroplasto codifica alrededor de 20 p~ 
ínas ribosómicas, que representan aproximadamente un tercio de 
proteínas de los ribosomas del doroplasto. Algunas subunidades de la 
polimerasa también son codificadas por los doroplastos, aunque otros 
lores y subunidades adicionales de la ARN polimerasa necesarios para 
expresión genética del cloroplasto se codifican en el núcleo. 
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~abla 1 1.2 Genes codificados por el ADN del cloroplasto 


Función 

Numero de genes 

Genes para d aparato genético 

ARNr (235, 1 6S H 55, 4,55) 

4 

ARNt 

30 

Proteínas ribosómieas 

21 

Subunádades de la ARN polimerasa 

4 

Genes para la fotosíntesis 

Fotosistema I 

5 

Fotosistema II 

12 

Complejo del díocromo bf 

4 

ATP sintetasa 

ó 

Ribulosa bi fosfato carboxüasa 

1 


jnáltsis do la secuencia indican que el, genoma de los emplastos contiene otros Sí) genes además de los 
ETomerados aquí, Algunos de estos codifican proteínas implicadas en la respiración, pero la mayoría 
T-'manecen sin ser identificados. 


Ei genoma del cloroplasto también codifica aproximadamente 30 proteú 
‘as que intervienen en la fotosíntesis, incluyendo componentes de los foto- 
' -temas I y II, componentes del complejo del dtocrdmo bf f y componentes 
de la ATP sintetasa. Además, una de las subunidades de la ribulosa bifosfa- 
: ' carboxilasa (rubisco) está codificada por el ADN del cloroplasto. Rubí seo 
ts la enzima crítica que cataliza la adición de C0 2 a la ribuíosa-1,5- 
r Tosíate durante el ciclo de Calvin (véase Fig, 3.18), No sólo es el principal 

imponente de las proteínas del estroma del cloroplasto, sino que también 
se considera que es la proteína más abundante de la Tierra, por lo que re- 
sulta notable que una de sus subunidades esté codificada por el genoma del 
cloroplasto* 

nternalización y distribución de las proteínas del cloroplasto 

Aunque los doroplastos codifican más proteínas propias que las mitocon- 
crias, alrededor de 3,500 o el 95% de las proteínas del cloroplasto las codifi- 
co los genes nucleares. Como ocurre en las mitocondrías, estas proteínas 
son sintetizadas en los rib osomas citosó líeos y después pasan al interior del 
cloroplasto como cadenas polipeptídicas completas. A continuación han de 
distribuirse a su localización apropiada en el cloroplasto — una tarea más 
complicada incluso que la distribución de las proteínas en las mitocondrias, 
va que los doroplastos contienen tres membranas separadas que los divide 
en tres compartimentos internos distintos. 

Las proteínas son dirigidas para entrar en los doroplastos mediante unas 
secuencias N-terminales de 30 a 100 aminoácidos denominadas péptidos de 
tránsito, que dirigen el transporte de las proteínas a través de las dos mem- 
branas de la envoltura del cloroplasto, y que después son eliminadas me- 
diante escisión proteolitica (Fig. 11.17). Un complejo guía reconoce inicial- 
mente a los péptidos de tránsito y los dirige al translocasa del miembro 
externo del cloroplasto (el complejo Toe), donde se unen a los receptores 
Toc34 y Toe 159, A diferencia de las presecuencias para la internalización ml- 
tocondrmi, los péptidos de tránsito no están cargados positivamente v la 
membrana interna del cloroplasto no posee un fuerte potencial eléctrico. La 
internalización de doroplastos requiere moléculas Hsp7Ü para mantener a 
la pre-proteína en su estado sin plegar. Además, las moléculas Hsp7Q están 
unidas al complejo Toe donde dirigen la internalización de proteínas me- 
diante la hidrólisis de ATP (véase Fig, 11.5). Al menos una proteína Toe, 
Toc34, une GTP, y la hidrólisis de GTP puede proporcionar una fuente adi- 
cional de energía para la translocación. Por otra parte, los doroplastos cuen- 
tan con otro receptor diferente, Tocó4, que funciona de manera muy similar 
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Figura 11.17 Internatízación de 
proteínas al estroma del cloropiasto. 

Las proteínas con péptidos de tránsito 
N-terminaies ¡son reconocidas por un 
complejo guía que las dirige ai 
complejo Toe, en la membrana externa 
del cloropiasto, El péptido de tránsito 
se une en primer lugar a Toc34 y 
Tocl59; que se asocia con Hsp70, antes 
de pasar al poro de Ínter nal ización 
Toc75. El paso a través de la membrana 
externa también requiere la hidrólisis 
de ATP por Hsp7ü presente en el 
espacio intermembrana, y 
posiblemente la hidrólisis de GTP por 
parte de Toc34. Una vez que lia 
atravesado la membrana externa del 
cloropiasto, el péptido de tránsito pasa 
al complejo Tic en la membrana 
interna. La pre-proteína es arrastrada a 
través del complejo Tic por la acción de 
HsplOü. En el estroma, el péptido de 
tránsito es eliminado por la peptidasa 
proeesadora estromal (SPP) del 
cloropiasto y la proteína interacción a 
con Hsp7tl 



al receptor Tom70 de las mitoccmdrias, ya que se une a preproteínas porta- 
doras de una señal distinta de di rece ion a miento y las dirige hada el trans- 
ición Toc75. 

Una vez que se han transportado las p re-pro teínas a través del complejo 
Toe, son transferidas al translocasa del cloropiasto de la membrana interna (el 
complejo Tic) y transportadas dentro del estroma. AI igual que los complejos 
Toe, Tom y Tim, Tic es un complejo multiproteína con uno o más canales pro- 
teicos. Sin embargo, no se conoce bien su composición proteica, quizás por- 
que hay más de un tipo de complejo Tic. Una chapetona de la familia Hsp 100 
(otra familia de chaperonas además de aquellas analizadas en el Cap. 8) está 
asociada con el lado estromal del complejo Tic. Esta Hsp 100 del cloropiasto 
actúa para arrastrar a la pre-proteína a través de la membrana interna. En e: 
estroma, el péptido de tránsito es escindido por una peptidasa pro cesa do ra 
estromal (SPP: stromaí processing peptidase), y la proteína se asocia con las 
chaperonas Hsp7Ü estromales. Al igual que en la matriz mitocondrial, algu- 
nas proteínas que permanecen en el estroma completan su plegamiento en ei 
interior de una chaperonina HspóG. 

Se conoce poco sobre cómo las proteínas se dirigen a las membranas ex- 
te ma o interna del cloropiasto. Las proteínas que deben incorporarse en la 
luz del tilacoide se transportan a su destino en dos pasos. En primer lugar 
son internalizadas en el estroma, como se ha descrito previamente, y a con- 
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nnuadón dirigidas para su translocadón a través de la membrana del tila- 
coide por una segunda secuencia serial. Las proteínas se translocan a la luz 
¿el tilacoide medíante al menos tres vías diferentes (Fig. 11.18). En la vía 
5ec, la secuencia señal tila coi dea es reconocida por la pro teína SecA y es 
translocada de forma dependiente de ATP a través dd transí ocón Sec. La se- 
cunda vía (o TAT) emplea una secuencia señal de doble arginim y depende 
¿el gradiente de protones que exista a través de la membrana del tilacoide 
rara translocar proteínas completamente plegadas. Una tercera vía (o SRP) 
emplea para las proteínas de la membrana tilacoidea, que son reconocí- 
das por una partícula de reconocimiento de la señal estromal (SRP: stronml 
-xognition partide). Adicionalmente, algunas proteínas pueden insertarse 
directamente en la membrana tilacoidea. 

Otros plástidos 

Los cloroplastos son sólo uno de los miembros, aunque el más importante, 
de una familia más amplía de orgánulos vegetales denominados plástidos. 
Todos los plástidos contienen c! mismo genoma que los cloroplastos, pero 
se diferencian tanto en la estructura como en la fundón. Los cloroplastos es- 
tán especializados para la fotosíntesis y son únicos al contener el sistema in- 
terno de membranas del tilacoide. Otros plástidos, que intervienen en di- 
versos aspectos del metabolismo de la célula vegetal (como la síntesis de 
aminoácidos, ácidos grasos lípidos, hormonas vegetales, nucleótidos, vita- 
minas y metabolitos secundarios), están delimitados por las dos membra- 
nas de la envuelta del plástido pero carecen de las membranas del tilacoide 
y de otros componentes del aparato foto sintético. 


Figura 11.18 Importe de proternas en 
la luz o membrana tilacoidea. Existen 
tres vías caracterizadas que transfieren 
proteínas desde el estroma a la luz o la 
membrana tilacoidea. En la vía Sec, la 
proteína SecA reconoce una secuencia 
señal tilacoidea y dirige la proteína al 
translacón Sec, empleando energía 
derivada de la hidrólisis de ATP para 
transferir la proteína a la luz. En la luz, 
la secuencia seña! tilacoidea es escindida 
por una proteasa procesa dora tilacoidea 
(TPP: thyhcotd processíng pratense). En la 
vía de translocadón de doble arginina 
(TAT; una 

secuencia de transferencia tilacoidea 
esrindihle que contiene dos argininas 
cerca del extremo amino terminal, dirige 
la proteína completamente plegada 
directamente a un iranslocón nuevo, que 
las inserta en la luz tilacoidea. Tanto el 
ensamblaje del translocón y la 
translocadón de la proteína son 
dependientes del gradiente de protones 
a través de la membrana tilacoidea. En 
la vía SRP, las proteínas transmembrana 
son reconocidas por la partícula de 
reconocimiento de la señal de 
cloroplasto (SRP), e insertadas en la 
membrana tilacoidea. 
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1 jan 

Figura 11.19 Microfotagrafías electrónicas de cromoplastos y amiloplastos. 

(A) Los cromoplastos contienen gotítas de lipidos donde se almacenan carotenos 

(B) Los amiloplastos contienen gránalos grandes de almidón. (A, Biophoto 
Associates /Photo Researchers, fnc,; B. Dr, Jeremy Burgess/ Photo Kesearchers, Inc.) 


I 

1 jun 


Los diferentes tipos de plástidos se suelen clasificar en fundón de los ti- 
pos de pigmentos que contienen. Los cloroplastos se denominan así porque 
contienen clorofila. Los cromoplastos (Fig. 11.19A) no tienen clorofila pero 
contienen carotenos; son responsables de los colores amarillo, naranja y rojo 
de algunas flores y frutas, aunque no está clara su función concreta en el 
metabolismo celular. Los leucoplastos son plástidos no pigmentados que 
almacenan diversas fuentes de energía en los tejidos no fotosintéticos. Los 
amiloplastos (Fig, 1LL9B) y los elaioplastos son ejemplos de leucoplastos 
que almacenan almidón y lípidos, respectivamente. 

Todos los plástidos, incluidos los cloroplastos, proceden de los proplásti- 
dos, orgánnlos pequeños (0,5 |im a 1 pm de diámetro) e indiferenciados, 
presentes en las células en división de las raíces y brotes de las plantas. Los 
propias tidos posteriormente dan lugar a los diversos tipos de plástidos ma- 
duros, en función de las necesidades de las células diferenciadas. Además 
ios plástidos maduros son capaces de cambiar de un tipo a otro. Por ejem- 
plo, los cromoplastos se desarrollan a partir de Eos cloroplastos durante la 
maduración de la fruta (p. ej,, ios tomates). Durante este proceso se descom- 
ponen la clorofila y la membrana del tilacoíde, mientras que se sintetizan 
nuevos tipos de carotenos. 

Una característica interesante de los plástidos es que su desarrollo esta 
controlado por señales ambientales y por programas intrínsecos de diferen- 
ciación celular. Por ejemplo, en las células foto sin té ticas de las hojas, los 
proplástidos dan lugar a los cloroplastos (Fig. 11.20). Durante este proceso 
la membrana del tilacoide se origina por gemación de vesículas a partir de 
la membrana interna de la envoltura del plástido, y se sintetizan y ensam- 
blan los diferentes componentes del aparato fotosintético, Sin embargo, los 
cloroplastos sólo se desarrollan en presencia de luz. Si las plantas se man- 
tienen en la oscuridad, el desarrollo de los proplástidos en las hojas se de- 
tiene en un estado intermedio (denominado etioplasto), en el que se ha for- 
mado una estructura semicristalina de membranas internas tubulares pero 
no se ha sintetizado clorofila (Fig. 11,21). Si las plantas que han crecido en la 
oscuridad se exponen posteriormente a la luz, los etioplastos continúan su 
desarrollo hasta cloroplastos. Hay que destacar que este doble control de; 
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^roplástido 


Etioplasto 



internas 



Animación web 

De proplásfido a doroplasto 

Un propfástldo con membranas interna 
y externa se desarrolla en un doroplasto 
maduro con un tercer sistema de 
membranas: las membranas tiJacoídeas, 



Figura 1 1.20 Desarrollo de los doro plastes. Los doroplastos se desarrollan a 
r^rtir de los proplástidos en las células foíosintétkas de las hojas. Los proplástidos 
contienen sólo las membranas interna y externa de la envoltura; la membrana del 
:: i acorde se forma por gemación de vesículas a partir de ia membrana interna 
durante el desarrollo del doroplasto. Si la planta se mantiene en la oscuridad, 
el desarrollo de los doroplastos se detiene en un estadio intermedio (etiop Listos), 
Los etioplastos no tienen clorofila y contienen unas estructuras sermeristalinas 
de membranas tubulares. En presencia de luz, continúan su desarrollo hacia 
doroplastos. 


desarrollo de los píástidos implica la expresión coordinada de genes en Jos 
genomas del plástido y nuclear. Los mecanismos responsables de esta ex- 
presión gen ica coordinada se desconocen por completo, y su esclarecimien- 
to representa un desafío en la biología molecular de las plantas. 


Fotosíntesis 

Durante la fotosíntesis se obtiene ia energía de la luz solar y se utiliza para 
dirigir la síntesis de glucosa a partir de ¿O, y H 2 D. Al convertir la energía 
de la luz solaren una forma utilizable de energía potencial química, la foto- 
síntesis es la fuente fundamental de energía metabólica para todos los siste- 
mas biológicos. La fotosíntesis se realiza en dos fases distintas. En las reac- 
ciones de la fase lumínica, la energía de la luz solar dirige la síntesis de ATP 
y NADFH, acoplada a la formación de 0 : a partir del FLO. En las reacciones 
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Figura 11.21 IVtícrofotografta 
electrónica de un etioplasto* (John 
N. A. Lott/Biological Photo Service.) 
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Figura 11 . 22 Organización de un 
fotocentro. Cada fotocentro está 
constituido por cientos de antenas de 
moléculas de pigmentos, que absorben 
los fotones y transfieren energía a la 
clorofila de! centro de reacción. La 
clorofila del centro de reacción 
transfiere a continuación su electrón 
excitado a un aceptor en ía cadena de 
transporte de electrones. Aquí se 
muestra el centro de reacción del 
fotosistema TL en el que los electrones 
se transfieren desde la clorofila 
del centro de reacción a la feofitina 
y después a las quinonas (Q v Q & 
yQHJ. 



1 nm 


Figura 11,23 Complejos 
foto sintéticos. Mierograñ'a de fuerza 
atómica de fragmentos de membrana 
fotosintética de una bacteria púrpura 
Rhodobacter sphmoides mostrando los 
complejos fotosintéticos de alta 
densidad, (De S. Bahatvrova y cois. 
20G4, Na ture 430:1059.) 


Fotón 



Transferencia de energía 
por resonancia 


Centro de reacción 
fotosmtótico 


Feo fitina 


A la membrana 


Antenas de moléculas 
de pigmentos 


de la fase oscura, denominadas así porque no requieren luz solar, el ATP y el 
NADPH producido en la fase lumínica dirigen la síntesis de glucosa. En las 
células eucariotas, tanto la fase lumínica como la fase oscura de la fotosínte- 
sis tienen lugar en los cloroplastos — las reacciones de la fase lumínica en la 
membrana tilacoidal y las reacciones de la fase oscura en el estroma — . En 
esta sección se tratan las reacciones de la fase lumínica de la fotosíntesis, 
que están relacionadas con la fosforilación oxidativa en la mitocondria. Las 
reacciones de la fase oscura se trataron en detalle en el Capítulo 3, 

Flujo de electrones a través de los fotosistemas I y II 

La luz solar es absorbida por los pigmentos fotosintéticos, siendo en los ve- 
getales superiores las clorofilas ios pigmentos más abundantes en las plan- 
tas. La absorción de la luz excita un electrón a un estado energético más ele- 
vado, convírtiendo así la energía de la luz solar en energía química 
potencial. Los pigmentos fotosintéticos están organizados en fo tocen tros en 
la membrana del tilacoide, cada uno de los cuales contiene cientos de molé- 
culas de pigmento (Fíg. 11.22), Las numerosas moléculas de pigmento en 
cada fotocentro actúan como antenas, absorbiendo la luz y transfiriendo la 
energía de sus electrones excitados a una molécula de clorofila que sirve 
como centro de reacción. La clorofila del centro de reacción transfiere a con- 
tinuación su electrón de alta energía a una molécula aceptora de una cade- 
na de transporte de electrones. Los electrones de alta energía se transfieren 
entonces a través de una serie de transportadores de membrana, acoplados 
a la síntesis de ATP y de NADPH. 

Las proteínas implicadas en las reacciones lumínicas de la fotosíntesis es- 
tán organizadas en complejos multiproteicos en las membranas fotosinté ti- 
cas (Fig. 11.23), La reacción fotosintética caracterizada con anterioridad fue 
la de la bacteria Rfiodapseudomortfis viridís, cuya estructura fue determinada 
por Johann Deisenhofer, Hartmut Michel, Robert Huber, y sus colaborado- 
res en 1985 (Fig. 11.24), El centro de reacción está constituido por tres poli- 
péplídos transmembrana, unidos a un dtocromo de tipo e que se localiza en 
el lado externo de la membrana. La energía procedente de la luz solar 
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1 1 .24 Estructura de un centro de reacción foto sintético* El centro de 
de JL viridis está constituido por tres proteínas fcransmembrana (púrpura, 
heige) y un citocromo de tipo c (verde). Las clorofilas y otros grupos 
' están coloreados en amarillo (Cortesía de Johann Deisenhofer, 
ersih of Texas Medical Centerand The Nobel Foundation, 1989). 


a da por luí par de moléculas de clorofila conocidas como el «par es- 
A continuación los electrones se transfieren desde el par especial a 
par de clorofilas y desde allí a otros grupos prostéticos (feofi tinas y qui- 
- Desde allí los electrones se transfieren a un complejo ritocromo bc f 
_e el transporte de electrones se acopla a la generación de un gradiente 
protones. A continuación, los electrones son transferidos al ritocromo de] 
de reacción y finalmente retornan al par especial de clorofilas. Por 
et centro de reacción convierte la energía de la luz solar en electrones 
alta energía, cuya energía potencial se convierte en un gradiente de pro- 
’ por el complejo del ritocromo he . 

En los vegetales, Jas proteínas que intervienen en la fase lumínica de la 
síntesis se organizan en cinco complejos en la membrana del tilacoide 
11.25)* Dos de estos complejos son fotosistemas ( fotosistemas I y H), 
os que la lu£ se absorbe y se transfiere a las clorofilas del centro de reac^ 
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-■gura T 1 .25 Transporte de electrones y síntesis de ATP durante Ja 

foto sin te sis. En el transporte de electrones y en la síntesis de ATP y NADPH 
ffitervienen cuatro complejos proteicos en la membrana del tilacoide. Los fotones 
^on absorbidos por complejos de moléculas de pigmento asociadas con los 
tosisíemas í y II (P5 I y PS II), En el fotosistema II, la energía derivada de Ea 
absorción de fotones se utiliza para escindir una molécula de agua en la luz del 
tilacoide. A continuación los electrones son transportados por la plastoquínona 
FQ) ai complejo ritocromo bf f donde pasan a un estado energético inferior y se 
Tombean protones al interior de la luz del tilacoide. Los electrones son transferidos 
.íespués al fotosistema 1 mediante la plastorianina (PC). En el fotosistema I, la 
energía derivada de la absorción de la luz vuelve a generar electrones de alta 
energía, que son transferidos a la terredoxina (Fd) y se utilizan para reducir el 
\ T ADP' a NADPH en el estroma. La ATP sintetasa utiliza después la energía 
almacenada en ei gradiente de protones para convertir el ADP en ATP. 


Animación web 
Reacciones lumínicas 

Durante las reacciones lumínicas 
de la fotosíntesis, la energía 
absorbida de la luí solar dirige la 
síntesis de ATP y NADPH, acoplada 
a la oxidación de H,0 en 0 2 . 





Sección III 


Estructura y función celulares 


462 


Figura TL26 Estructura del 
fotosistema I de los vegetales. La 

imagen corresponde a la cara 
estromática a través de los complejos 
de absorción de luz. Las moléculas 
de clorofila se representan en verde 
y los complejos de absorción 
de luz 1-4 se muestran en rojo. 
(Tomado de A. Amunts, O. Drory 
y N. Nelson, 2007, Nature 447:58.) 



ción. Los fotosistemas de los vegetales superiores son mucho más comple- 
jos que los de las bacterias y únicamente se conoce con detalle la estructura 
del fotosistema I (Fig, 1L26). Los electrones de alta energía generados como 
consecuencia de la absorción de la luz son entonces transferidos a través de 
una serie de transportadores tanto en los fotosistemas como en un tercer 
complejo de proteínas, el complejo ritocromo bf. Al igual que sucede en las 
mitocondrias, La transferencia de electrones está acoplada a la transferencia 
de protones a la luz del tilacoide, estableciéndose así un gradiente de proto- 
nes a través de la membrana del tilacoide. La energía almacenada en este 
gradiente de protones se obtiene posteriormente por un cuarto complejo de 
proteínas de la membrana del tilacoide, la ATP sintetasa, que (al igual que la 
enzima mitocondrial) acopla un flujo retrógrado de protones, a través de la 
membrana, a ia síntesis de AIR 

Una diferencia importante entre el transporte de electrones en los cloro- 
plastos y en las mitocondrias es que la energía derivada de la luz solar 
durante la fotosíntesis no sólo es convertida en ATP sino que también se uti- 
liza para generar el NADRH requerido para convertir el CÜ 2 en carbohidra- 
tos. Esto se consigue utilizando dos fotosistemas diferentes en la fase lumí- 
nica de la fotosíntesis, uno para generar ATP y el otro para generar 
NADPH. Los electrones se transfieren de forma secuencia I entre los dos fo- 
tosistemas, interviniendo el fotosistema I para generar NADPH y el fotosis- 
tema 11 paja generar ATP, 

El flujo de electrones se inida en el fotosistema lí, que es homólogo al 
centro de reacción fotosintético de R. virtáis ya descrito. Sin embargo, en el 
fotosistema 11 la energía derivada de la absorción de los fotones se utiliza 
para romper moléculas de agua en oxigeno molecular y protones (véase 
Fig. 11,25). Esta reacción tiene lugar en la luz del tilacoide, por lo que la li- 
beración de protones a partir del FLO determina un gradiente de protones a 
través de la membrana del tilacoide. Los electrones de alta energía deriva- 
dos de este proceso se transfieren a través de una serie de transportadores a 
la plastoquinona, un transportador liposoluble similar a la coenzima Q 
(ubiquinona) de las mitocondrias. La plastoquinona transporta los electro- 
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zesde el fotosistema II al complejo citocromo bf en el que los electrones 
transferidos a la plastocianina y se bombean más protones al interior de 
h iz ¿el tilacoide, De esta manera, el transporte de electrones a través del 
II está acoplado a la generación de un gradiente de protones, 
ie ¿i rige la síntesis quimiosmótica de ATP 

Desde el fotosistema 11, los electrones son transportados por la plastoda- 
3 una protema periférica de membrana) hasta el fotosistema I, donde la 
«orcion de otros fotones vuelve a generar electrones de alta energía. El fo- 
testema I, sin embargo, no actúa como una bomba de protones, sino que 
— : 3 estos electrones de alta energía para reducir el NADP^ a NADPH. La 
dDn>íila del centro de reacción del fotosistema I transfiere sus electrones ex* 
a través de una serie de transportadores hasta la ferredoxina, una 
pequeña proteína de la membrana del tilacoide que da al estroma. La enzi- 
-sa \ ADP reductasa transfiere después los electrones desde la ferredoxina 
el NADP + , generando NADPH. Por tanto, el paso de los electrones a 
aves de los fotosistema s I y II genera ATP y NADPH, que son utilizados 
pe: Las enzimas del ciclo de Calvin en el estroma del cloroplasto para con- 
perdr C0 2 en carbohidratos (véase Fig. 3.18). 


■ Diversos compuestos que se 
unen al fotosistema II e inhiben la 
transferencia de electrones se 
utilizan como herbicidas para el 
control de malas hierbas. 


r jjo cíclico de electrones 

segunda ruta de transporte de electrones, denominada flujo cíclico de 
«fet trones, genera ATP sin la síntesis de NADPH, proporcionando de este 
modo ATP adicional para otros procesos meta bóli eos. En el flujo cíclico de 
¿¿tirones, la energía de la luz obtenida en el fotosistema I se utiliza para la 
sruesis de ATP en lugar de para la síntesis de NADPH (Fig. 11*27). Los elec* 
fcor.es ricos en energía en lugar de ser transferidos a! NADP + , son transferí- 
é - desde el fotosistema í al complejo citocromo bf. La transferencia de elec- 
“:-ne s a través del complejo citocromo bf se acopla, al igual que en el 
ÉDtosístema II, a la generación de un gradiente de protones a través de la 
«jembrana del tilacoide. La plastodanina devuelve posteriormente estos 
«teetranes al fotosistema 1 en un estado energético más bajo, completando 
si ciclo de transporte de electrones. Por tanto, la transferencia de electrones 
■esde el fotosistema 1 puede generar ATP o NADPH, dependiendo de las 
-*r:esidades metabólicas de la célula. 


ístroma 


Fotón 



Luz de! tilacoide 


Figura 11,27 Ruta del flujo cíclico de 
electrones. La energía luminosa 
absorbida en el fotosistema I (PS I) se 
utiliza para la síntesis de ATP en lugar 
de para la síntesis de NxAlDPH. Los 
electrones de alta energía generados 
por ia absorción de fotones se 
transfieren al complejo citocromo bf en 
lugar de al NADE . En el complejo 
citocromo bf, los electrones pasan aun 
estado energético menor y se bombean 
protones al interior de la luz del 
tilacoide. Los electrones son devueltos 
a continuación al fotosistema I 
mediante la plastodanina (PC), 
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Síntesis de ATP 

La ATP sintetasa de la membrana del tilacoide es similar a la enzima miti> 
cortdrial. Sin embargo, la energía almacenada en el gradiente de protones 2 
través de la membrana del tilacoide, a diferencia de lo que ocurre en la 
membrana mitocondrial interna, es de naturaleza química casi en su tota' - 
dad. Esto es debido a que la membrana del tilacoide, aunque es impermea 
ble a los protones, difiere de la membrana mitocondrial intema en que es 
permeable a otros iones, concretamente al Mg 2+ y al CL. El paso libre de es- 
tos iones neutraliza el componente de voltaje del gradiente de protones, p* t 
lo que la energía derivada de la fotosíntesis se conserva principalmente 
como una diferencia en la concentración de protones (pH) a través de la 
membrana del tilacoide. Sin embargo, puesto que la luz del tilacoide es ur: 
compartimento cerrado, esta diferencia en la concentración de protones 
puede ser bastante grande, con una variación entre el estroma y la luz del 
lacoíde de más de tres unidades de pH. Dada la magnitud de este diferen- 
cial de pH, la energía libre total almacenada a través de la membrana del t- 
lacoidc es similar a la almacenada a través de la membrana mitocondr : 
interna. 

Por cada par de electrones transportados, en el foto sis tema IT se transí — 
ren dos protones a través de la membrana del tilacoide, y de dos a cuatr 
protones en el complejo citocromo hf. Puesto que se necesitan cuatro proto- 
nes para dirigir la síntesis de una molécula de ATP, el paso de cada par de 
electrones a través de los fotosistemas 1 y 13 mediante el flujo no cíclico dfl 
electrones rinde entre 1 y 1,5 moléculas de ATP, El flujo cíclico de el cetro res 
tiene un rendimiento inferior, entre 0,5 y 1 moléculas de ATP por cada r ~ 
de electrones 


Peroxisomas 



Figura TI + 2B Microfotografía 
electrónica de los peroxisomas. Se 

muestran Eres peroxisomas de hígado 
de rata. Dos contienen regiones 
densas, que son formaciones 
para crista linas de la enzima arate 
oxidasa. (Don Fawcett/ Photo 
Resea reherí, Inc.) 


Los peroxisomas son organillos pequeños, rodeados por una membranal 
(Fig. 11.28) que contienen enzimas implicadas en diversas reacciones 
bélicas, incluyendo varios aspectos del metabolismo energético. La mayoría 
de las células humanas contienen irnos 500 peroxisomas. Los peroxisomj 
no poseen su propio genoma y todas sus proteínas ^denominadas pero vi- 
nas (Fexl, Pex2, etc.) — se codifican en el genoma nuclear. Se han identiíka-l 
do unos 85 genes del genoma humano que codifican proteínas perosixórx-] 
cas, la mayoría de las cuales actúan como enzimas metabolicas. La mayora 
de las peroxinas son sintetizadas sobre ribosomas libres y después importa- 
das en los peroxisomas como cadenas polipeptídicas completas. Al igual 
que las mitocondrias y los doroplastos, los peroxisomas pueden replican*! 
mediante división. Sin embargo, a diferencia de estos urgánulos, los perc x*- 
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Figura 1 1 ,29 Oxidación de tos 
ácidos grasos en los peroxisomas. 

La oxidación de un ácido graso se 
acompaña do la producción do 
peróxido de hidrógeno (HXL) a partir 
del oxígeno. El peróxido de hidrógeno 
se descompone por la acción de una 
cata lasa, bien mediante la formación 
de agua u oxidando otro compuesto 
orgánico (designado AH 2 ). 


rambién pueden ser rápidamente regenerados aunque se hayan per- 
JSC' ' r completo por parte de la célula. Mientras que muchas proteínas 
^rr. c ondriales y plastídfcas se parecen a las de los procariotas, reflejando 
c - gen endosmíbiótico, las peroxinas se parecen a las proteínas eucario- 

Sfc -nicas. 


-.'dones de los peroxisomas 

mt :~x-"oxísomas contienen ai menos 50 enzimas diferentes, que están iin- 
gradas en diversas rutas bioquímicas en diferentes tipos de células. Qrigi- 

- ente, los peroxisomas se definieron como orgánulos que llevaban a 
co reacciones oxidad vas produciendo peróxido de hidrógeno. Debido a 
. el peróxido de hidrógeno es nocivo para la célula, los peroxisomas tam- 
=: contienen la enzima cata lasa, que descompone el peróxido de hidroge- 
nen con virtiéndolo en agua o utilizándolo para oxidar otro compuesto 

■pánico. Diversos sustratos se degradan mediante estas reacciones oxida ti- 
? en los peroxisomas, incluyendo el ácido úrico, aminoácidos y ácidos 
*s. La oxidación de los ácidos grasos (Fig. 11.29) es un ejemplo especial- 
importante ya que proporciona una fuente fundamental de energía 
¿lica. En las células animales ios ácidos grasos se oxidan tanto en los 
□mas como en las mttocondrias, pero en las levaduras y en las plan- 

- oxidación de ios ácidos grasos está restringida a los peroxisomas. 
Además de proporcionar un compartimento para las reacciones de oxi- 

n. los peroxisomas intervienen en la biosín tesis de lípídos. En las célu- 
mímales, el colesterol y el dolicol se sintetizan en los peroxisomas y en 
T E. En el hígado, los peroxisomas también intervienen en la síntesis de 
:dos biliares, que derivan del colesterol Además, los peroxisomas 
nen enzimas necesarias para la síntesis de los plasm alógenos — una 
Ha de fosfolípidos en los que una de las cadenas hidrocarbonadas está 
a al glicerol mediante un enlace éter en lugar de por un enlace éster 
11.30) — * Los pías m alógenos son componentes importantes de la mem- 
en algunos tejidos, particularmente en el corazón y en el cerebro, aun- 
están ausentes en otros. Los peroxisomas realizan diferentes reacciones 
deas en distintos tejidos. Sin embargo, actualmente se desconoce si 
:en subpoblaciones de peroxisomas que se especializan en uno o más 
os en el interior celular. 

las plantas los peroxisomas desempeñan dos papeles especialmente 
rtantes. En primer lugar, los peroxisomas en las semillas son los res- 
bles de convertir los ácidos grasos almacenados en carbohidratos, as- 
que es critico para proporcionar energía y materia prima para el des- 
lio de la planta. Esto ocurre a través de una serie de reacciones 
□minadas el ciclo del glioxilato, que es una variante del ciclo del ácido 
Éneo (Fig. 11.31). Los peroxisomas en los que tiene lugar este ciclo a veces 
.n nominan glioxisomas. 


Q-C=C-fi 


Ib 

HC-O-C— FL 


Figura 11.30 Estructura de un 
plasmalógena. El plasmalógeno 
mostrado es semejante a la 
fosfatidílcolina. Sin embargo, una de 
las cadenas de ácido graso está unida 
al glicerol mediante un enlace éter, en 
lugar de por un enlace éster. 
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Figura n.31 Ciclo del giioxilato. 

Las plantas son capaces de sintetizar 
carbohidratos a partir de los ácidos 
grasos a través del ciclo del giioxilato, 
que es una variante del ciclo del ácido 
cítrico (véase Fig* 3.13). Como sucede 
en el ciclo del ácido cítrico, el acetíl 
CoA se combina con oxa loaee tato para 
formar cítrato, que es convertido en 
isoci trato. Sin embargo, en lugar de ser 
degradado a COn y üt-cetogl uta rato 
(flechas grises), el isoc itrato pasa a 
succinato y giioxilato. El giioxilato 
reacciona a continuación con otra 
molécula deacetil CoA para generar 
mal ato, que es convertido en 
oxaloacetato y utilizado para 
Ja síntesis de glucosa. 


Glucosa 


\ 


Ácidos grasos 

i 

í 

Acetil CoA 


\ 


\ 


U. 


CoA-SH 


Ox aloa ceta \ o 


H 2 C-COO“ 

I 

HO-C— COO - Citrato 
I 

HgC— COO - 



CQQ- 


En segundo lugar, los peroxisomas de las hojas están implicados en 
fotorrespi radón, que sirve para metabolizar un producto derivado de la 
tosín tesis (Fig, 11.32), En la fotosíntesis, el CO : es convertido en earbohi 
tos a través de una serie de reacciones denominadas ciclo de Calvin (ve 
Fig, 3.18). El primer paso es la adición de CCb al azúcar de cinco carbonos 
hulosa- 1,5-bífosfato, que da lugar a dos moléculas de 3-fosfoglicerato (c 
una de ellas con tres carbonos)* Sin embargo, la enzima responsable (ríb 
sa bifosfato carboxilasa o rubí seo) algunas veces cataliza la adición de 0 : 
lugar de CCb, produciendo una molécula de 3-fosfoglicerato y una molec 
la de fosfoglicólato (dos carbonos). Esta es una reacción secundaria, y el fe 
foglicolato no es un metaboUto útil. Primera es convertido en gücolato 
después transferido a los peroxisomas, donde se oxida y se convierte en 
ciña. La glicina se transfiere a las mítocondrias, donde dos moléculas 
glicina son convertidas en una molécula de serina, con la pérdida de CO 
NH V La serina es devuelta a continuación a los peroxisomas, donde es c. 
vertida en glicerato. Finalmente, el glicerato retoma a los cloroplastos, de 
de se reintroduce en el ciclo de Calvin* La fotorr espiración no parece , 
sea beneficiosa para la planta, ya que esencialmente es el proceso ppueste 
b fotosíntesis — se consume 0 2 y se libera CO, sin obtener nada de ATF— 
Sin embargo, la utilización ocasional del O, en lugar del CO : parece que 
una característica inherente de la rubísco, por lo que la fotorrespiracicn s 
le acompañar a la fotosíntesis. Por tanto, los peroxisomas desempeñan 
papel importante al permitir que la mayor parte del carbono presente en 
gü co lato sea recuperado y utilizado. 

Formación del peroxisoma 

A pesar de que la mayoría de las peroxinas se sintetizan sobre ribosomas 
tosólkos libres v después se importan en los peroxisomas, experimem-^ 
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xrz-r indican que el ensamblaje de los peroxisomas comienza en el RE 
Pfpsc donde dos peroxinas, Pex3 y Pex9, se localizan inicialmente 
11.33). Fex3 es una proteína transmembrana integral mientras que 
fel- — una proteína famesilada que se encuentra principalmente en el d- 
kKsí Pex3 recluta a Pexl9 a la membrana del RE, donde su interacción causa 
Las vesículas que contienen Pex3/Pexl9 se separen por gemación del 
Estas vesículas pueden entonces fusionarse con peroxisomas preexis- 
' entre ellas para formar nuevos peroxisomas, 

F . \ Pexl9 y otras proteínas de la membrana peroxisómica actúan a 
nación como receptores de importe para otras peroxinas, que son tra- 
ís sobre ribosomas citosólícos libres y después transportadas a Los pe- 
ro somas como polipéptidos completos y plegados. Se dirigen al interior 
^ k>> peroxisomas por al menos dos vías, que están consen adas desde las 
fcrad uras hasta los humanos. La mayoría de las peroxinas se dirigen me- 
mar.:-.- 3a sencilla secuencia aminoacídíca Sei -Lys-Leu en su extremo carbo- 
cá terminal (señal peroxisómica 1, o PTS1: peroxisome tageting signal 1), Un 
pe. número de proteínas se dirigen mediante una secuencia de nueve 
m -- ácidos en su extremo amino terminal (señal peroxisómica 2, o PT52). 
JTEI PTS2 son reconocidas por receptores citosólkos distintos y después 
’ a través de un canal poco conocido en la membrana peroxisómica 
- j la matriz. Los receptores son a continuación recuperados del peroxé 
.i y reciclados. A diferencia de la translocación de las cadenas polipeptí- 
fcas a través de las membranas del retículo endoplásmico, las mitocon- 
imas y los cloroplasios, las secuencias señal generalmente no se escinden 
rante el importe de las proteínas en los peroxisomas, y su mecanismo de 
xanslocacíón es desconocido. 

El importe proteico, junto con la continua adición de lípidos desde el RE 
píoso, resulta en el crecimiento de los peroxisomas, y pueden formarse 


Figura 1 1 .32 Papel de los 
peraxisúmas en la foto rre s pira dé n. 

Durante la fotosíntesis, el CÓ¿ es 
convertido en carbohidratos mediante 
el ciclo de Calvin, que se inicia con la 
adición de C0 2 al azúcar de cinco 
carbonos ríbulosa LS-b i fosfato. Sin 
embargo, algunas veces, la enzima 
implicada cataliza la adición de O, en 
lugar de CO z , dando lugar al 
compuesto de dos carbonos 
fosfoglicolato. El fosfogl ico lato és 
convertido en glicolato, que 
posteriormente es transferido a los 
peroxisomas, donde se oxida y se 
convierte en glicina. La glicina a 
continuación es transferida a la 
mitocondria v se convierte en serina. 

La serina es devuelta a Los peroxisomas 
y convertida en g literato, que es 
devuelto a los doroplastos. 
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Ribosomas dioso Ileos 


Figura 11.33 Ensamblaje de 
peroxisomas. La iniciación del 
ensamblaje de peroxisomas comienza 
en el RE rugoso cuando la proteína 
transmemb ran a peroxina 3 (Pex3) 
recluta a la proteína famesílada soluble 
peroxina 19 (Pexl9) e inicia la 
gemación del peroxisoma naciente. 

Los peroxisomas nacientes se fusionan 
entre ellos o con otros peroxisomas 
existentes. 5e sintetizan peroxinas 
adicionales en Jos ribosomas 
citosólicos libres, y éstas son 
importadas como cadenas 
poíipep tí dicas completadas para 
formar los peroxisomas funcionales, 
los cuales crecen y se dividen. 



Peroxin 





nuevos peroxisomas a partir de la división de los antiguos, Adíe íonalmente 
los peroxisomas sufren un com piejo proceso de maduración que implica el 
importe de diferentes clases de proteínas desde el dioso] en diferentes mo- 
mentes. Como resultado, el contenido enzima tico, y por tanto, las activida- 
des citosólicas, de los peroxisomas puede variar a medida que maduran. 

Hay que dcstac¿ir que algunos componentes de las rutas de internaliza- 
ción de los peroxisomas se han identificado no sólo como mu tan tes en leva- 
duras sino también como mutaciones asociadas con varias enfermedades 
humanas graves, relacionadas con alteraciones de los peroxisomas. En al- 
gunas de estas enfermedades sólo se produce la deficiencia de una única 
enzima peroxisómica. Sin embargo, en otras enfermedades ocasionadas por 
defectos en Ja función del peroxisoma, lo que ocurre es que varias enzimas 
del peroxisoma no entran en el orgánulo, localizándose en el citosol. Este 
último grupo de enfermedades se produce por deficiencias en las rutas del 
PTS1 v PTS2 responsables de la intemalización de proteínas en los peroxi- 
somas. El ejemplo típico es el síndrome de Zelhveger, que es letal en los pri- 
meros diez años de vida. E3 síndrome de Zelhveger puede producirse por 
mutaciones en, al menos, diez genes diferentes, que afectan a la internaliza- 
eíón de proteínas en el peroxisoma, uno de los cuales se ha identificado 
como el gen que codifica el receptor para la señal directora PTS1. 
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RESUMEN 


M! TOCON DRIAS 

Organización y función de las mitocondrias: Las mitocondrias, que de- 
sempeñan un papel crítico en la generación de la energía metabólíca, es- 
Cin rodeadas por un sistema de doble membrana. La matriz contiene las 
Cízimas del ciclo del ácido cítrico; la membrana interna contiene compk- 
ps proteínicos implicados en el transporte de electrones y en la fosforita - 
d n oxidativá, A diferencia de la membrana interna, la membrana exter- 
m es completamente permeable a las moléculas pequeñas. 

sistema genético de ¡as mitocondrias: Las mitocondrias contienen su 
propio genoma, que codifica para el ARNr, ARNt y para algunas de las 
proteínas que intervienen en la fosforilación oxida ti va. 

tntemalización de proteínas y formación de ¡as mitocondrias: La mayo- 
n de las proteínas mitocond ríales son codificadas por el genoma me 
dear. Estas proteínas son traducidas en ribosomas libres y entran en las 
ir ítocondria$ como cadenas polipeptidicas completas. Las presecuencias 
cercadas positivamente dirigen las proteínas para que sean importadas a 
a matriz mitocondriaL Los fosfolípidos son transportados a las mitoeon- 
dnas desde el retículo endoplásmico mediante proteínas transportadoras 
ce fosfolípidos. 


MECANISMO DE LA FOSFORILACIÓN OXI DATIVA 

Cadena de transporte de electrones: La mayor parte de la energía deriva- 
de del metabolismo oxidad vo procede de la transferencia de electrones 
de -de el NADH y el FADELal Ü 2 , Para poder disponer de esta energía, 
los electrones son transferidos a través de una serie de transportadores 
rg anizados en cuatro complejos proteicos en la membrana mitocondrial 
eterna. 

\coplamimto quimiosmótico: Las reacciones productoras de energía del 
Transporte de electrones están acopladas a la generación de un gradiente 
de protones a través de la membrana mitocondrial interna. La energía 
potencial almacenada en este gradiente se obtiene mediante un quinto 
: mplejo proteínico, la ATP sintetasa, que acopla la síntesis de ATP al re- 
tornó, energéticamente favorable, de los protones a la matriz mitocon- 
drial. 

Transporte de tildaba! i tos a través dr ¡a membrana interna: Además de 
cingir la síntesis de ATP, la energía potencial almacenada en el gradiente 
de protones dirige el transporte de ATP, ADP y otros meta bol i tos al inte- 
rior y exterior de las mitocondrias. 


CL0R0PLA5TÜS Y OTROS PLÁST1D0S 

t<t ruciara y función de los cloroplastos: Los cloroplastos son orgánulos 
grandes responsables de la fotosíntesis y de otras actividades metabóli- 
cas. Como sucede con las mitocondrias, los cloroplastos están rodeados 
por una envuelta de doble membrana. Además, las cloroplastos tienen 
_ma membrana tilaeoidal interna, que es el lugar del transporte de elec- 
Tones y de la generación quimiosmótíca de ATP 


PALABRAS CLAVE 


mitocondrias, crestas, matriz, 
porina 


endosimbiosis 


presecuencia, complejo Tom, 
complejo Tim, peptidasa 
procesadora de la matriz 
(MPP), proteína de transferencia 
de fosfolípidos, cardiolípina 


fosforilación oxidativa, cadena 
de transporte de electrones, 
coenzima Q, ubiquinona, 
citocromo c, citocromo 
oxidasa 


acoplamiento quimiosmótico, 
gradiente electroquímico, 

ATP sintetasa 


cloroplasto, membrana 
del tilaeoíde, estroma 
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PALABRAS CLAVE 


péptido de tránsito, complejo 
guia, complejo Toe, complejo 
Tk, peptidasa procesadora 
estromal (SPP) 


plástido, cromoplasto, 
leucoplasto, amiíoplasto, 
elaioplasto, proplástido, 
etioplasto 


clorofila, f o tocen tro, fotosiste- 
ma I, fotosistema II, complejo 
citocromo bf r NADP redactase 


flujo cíclico de electrones 


peroxisoma, peroxina, 
catalasa, plasmalógeno, ciclo 
del glioxilato, glioxisoma, 
fotorrespiración 


RESUMEN 


Genoma del cloroplasto: El genoma del cloroplasto contiene más de 100 
genes, incluyendo genes que codifican ARNr, ARNt, algunas proteínas 
ribosómicas y algunas proteínas que intervienen en la fotosíntesis. 

Intemalización y distribución de las proteínas del cloroplasto: La mayo- 
ría de las proteínas del cloroplasto son sintetizadas en ribosnmas libres 
en el citosol, y son marcadas para que se importen a los cloroplastos me- 
diante péptidos de tránsito amino terminales. Las proteínas incorporadas 
en la luz del tilacoide, primero se importan al estroma del cloroplasto y 
después se marcan con una segunda secuencia señal hidra fóbica para su 
transporte a través de la membrana del tila coi de. 

Otros plástidos: El cloroplasto es sólo uno de los miembros de una fami- 
lia de orgánulos relacionados, que contienen el mismo genoma. Otros 
plástidos sirven para almacenar fuentes de energía, como almidón y lípi- 
dos, e intervienen en otros aspectos del metabolismo de la planta. 


FOTOSÍNTESIS 

Flujo de electrones a través de los fofosts temas I y ti: Durante la fotosín- 
tesis, se obtiene la energía procedente de la luz solar y se convierte en 
una forma utilizable de energía química potencial. La absorción de la luz 
por las clorofilas excita los electrones a un estado energético más elevado. 
Después, estos electrones de alta energía se transfieren a través de una 
serie de transportadores organizados en dos fotosistemas y en el comple- 
jo citocromo bf, en la membrana del tilacoide. El flujo secuencia 1 de los 
electrones a través de ambos folosistemas está acoplado a la síntesis de 
ATT en el fotosistema 11 y a la reducción de NADP + a NADPH en el íoft*- 
sistema I. Tanto el ATP como el NADPH se utilizan para la síntesis de 
carbohidratos a partir de CCL, que tiene kigar en el estroma de! cloro- 
plasto. 

Flujo cíclico de electrones: La ruta alternativa del flujo cíclico de electro 
nes permite que la energía de la luz obtenida en el fotosistema I sea con- 
vertida en ATP, en lugar de en NADPH. 

Síntesis de ATP: La síntesis químíosmótica de ATP está dirigida por un 
gradiente de protones a través de la membrana del tilacoide. 


PEROXISOMAS 

Funciones de los peroxisomas: Los peroxisomas son orgánulos pequeños 
rodeados por una única membrana, que contienen enzimas que ínter v i e- 
nen en diversas reacciones metabólicas, entre las que se incluyen la oxi- 
dación de los ácidos grasos, el ciclo del glioxilato y la fotorrespiración. 

Ensamblaje del peroxisoma: El ensamblaje de peroxisomas comienza en 
el RE con la formación de vesículas especificas. Sin embargo, la mayoría 
de las proteínas peroxisómicas son sintetizadas en rihosomas libres en el 
citosol y se importan aí peroxisoma en forma de cadenas polipeptídicas 
completas. Existen al menos dos tipos de señales que dirigen a las prote- 
ínas al interior de los peroxisomas, pero el mecanismo de la intemal ¡ra- 
ción de proteínas no se conoce bien. 
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ntas 

jos propiedades de la membra* 
ndriaí interna le permiten te- 
i actividad metabólíca especial- 
elevada? 

acuerdo con reglas wobbie están- 
síntesis proteica citosolica puede 
ügar con un mínimo de 30 ARNt 
"es. ¿Cómo consiguen las mito- 
humanas traducir ARNm en 
con sólo 22 especies de ARNt? 
.i que se ha disipado el poten- 
- ectrico a través de la membrana 
“drial interna, por lo que el gra- 
electroquímico está compuesto 
nte por un gradiente de concern 
■ de protones que corresponde a 
Lnidad de pl-1. Calcule la energía 
: macenada en este gradiente. Para 
calculo, utilice R - 1,98 x 10“ 3 
mi ■[ / grado, T = 298 Ü K (25 °C), y 
en cuenta que ln (x) = 23 log K . ( x). 
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Los orgámjlos intraceujlares de los que se ha hablado en los capítulos 
precedentes constituyen un nivel de la estructura subcelular de las células 
eucaríotas. Un nivel de organización más avanzado lo proporciona el cito- 
esqueleto, que consiste en una red de filamentos de pro teína que se extien- 
den por el citoplasma de todas las células eucariotas. El citoesqueleto pro- 
porciona un armazón estructural para La célula, actuando como un andamio 
que determina la forma celular y la organización general del citoplasma. 
Además de desempeñar este papel estructural, el citoesqueleto es el respon- 
sable de los movimientos de la célula. Estos no solamente incluyen los mo- 
vimientos de la célula en conjunto, sino también el transporte interno de 
los orgánulos y de otras estructuras {tales como los cromosomas mi fóticos) 
a través del citoplasma. Es importante señalar que el citoesqueleto es mu- 
cho menos rígido y estable de lo que su nombre indica. Más bien es una es- 
tructura dinámica que se reorganiza continuamente según las células se 
mueven y cambian su forma, por ejemplo durante la división celular 
El citoesqueleto está constituido por tres tipos principales de filamentos 
de proteína: filamentos de actina, filamentos intermedios y microtúbulos, 
que se mantienen juntos y unidos a los orgánulos íntracelulares y a la mem- 
brana plasmática mediante varias proteínas accesorias. Este capítulo trata 
sobre la estructura y la organización de cada uno de los tres componentes 
principales del citoesqueleto, así como del papel que desempeñan en la mo- 
til idad celular, en el transporte de orgánulos, en la división celular y en 
otros tipos de movimientos celulares. 


Estructura y organización de los filamentos de actina 

La proteína citoesqu el ética más importante de la mayoría de las células es la 
actina, que polimeríza para formar filamentos de actina — fibras delgadas y 
flexibles de aproximadamente 7 nm de diámetro y hasta varios micróme- 
tros de longitud (Fíg, 12.1) — . Dentro de la célula, los filamentos de actina 
(también llamados microfí lamentos) se organizan en estructuras de un or- 
den superior, formando haces o redes tridimensionales con las propiedades 
de un gel senüsólido. El ensamblaje y desensamblaje de los filamentos de 
actina, sus uniones cruzadas constituyendo haces y redes, y su asociación 
con otras estructuras celulares (tales como la membrana plasmática) se re- 
gulan mediante diversas proteínas de unión a la actina, que son componen- 
tes críticos del citoesqueleto de actina. Los filamentos de actina abundan so- 
bre todo debajo de la membrana plasmática, donde forman una red que 


Sección III • Estructura y función celulares 


474 



50 nm 

Figura 12.1 Filamentos de actina. 

Micrografía electrónica de filamentos 
de actina. (Cortesía de Roger Craig, 
University of Massachusetts Medical 
Center.) 


Animación web 

Ensamblaje de un filamento 
de actina 

Los mon omeros de actina poli m erizan 
para formar filamentos de actina, un 
proceso que es reversible y está 
regulado en el interior celular por Tas 
proteínas de unión a la actina. 



proporciona un soporte mecánico, determina la forma celular y permite éi 
movimiento de la superficie celular, lo que permite a las células migrar, en- 
gullir partículas y dividirse. 

Ensamblaje y desensamblaje de los filamentos de actina 

La actina se aisló por primera vez en 1942 a partir de células musculares, er 
las que constituye aproximadamente el 20% de la protema total de la célula 
Aunque en un principio se pensó que la actina estaba implicada únicamente 
en la contracción muscular, ahora se sabe que es una proteína muy abundar- 
te (en general entre un 5% y un 10% de la proteína total) en toda clase de cé- 
lulas eucariotas. Las levaduras sólo tienen un gen para la actina, pero los 
eucariotas superiores tienen varios tipos distintos de actina que se encuentrar 
codificados por distintos miembros de la familia de los genes de la actina 
Los mamíferos, por ejemplo, tienen al menos seis genes de actina diferentes 
cuatro se expresan en distintos tipos de músculo y dos se expresan en células 
no musculares. Sin embargo, todas las actinas tienen una secuencia de ami- 
noácidos similar y se han mantenido muy conservadas a lo largo de la evo- 
lución de los eucariotas. Por ejemplo, la actina de la levadura tiene una se- 
cuencia de aminoácidos idéntica en un 90% a la de las actinas de las célula? 
de los mamíferos. El ancestro procariótico de la actina es una proteína den - 
minada MreB, que es la responsable de la estructura bacilar de las bacteria 

La estructura tridimensional tanto de las moléculas individuales corr í 
de los filamentos de actina fueron determinadas en 1990 por Kenneth He.- 
mes, Wolfgang Kabsch y sus colaboradores. Las moléculas individuales 
actina son proteínas globulares de 375 aminoácidos (43 kDa), Cada mond- 
mero (actina globular G) tiene sitios de unión que median la interacción ca- 
beza con cola con otros dos monómeros de actina, de tal manera que los 
m o números de actina polínierizan para formar filamentos (actina fílame^ 
tosa F) (Fíg. 12,2). En los filamentos cada monómero se encuentra gira:. 
166 p , por lo que los filamentos tienen la apariencia de una hélice de dob 
cadena. Debido a que todos los monómeros de actina están orientados en k 
misma dirección, los filamentos de actina presentan una polaridad dife-." 
ciada y sus extremos (denominados extremos protuberantes y extrem m 
puntiagudos) se distinguen entre sí. Esta polaridad de los filamentos de 
tina es importante tanto para su ensamblaje como para establecer una dire: 
ción única en el movimiento de la míosina respecto a la actina, como se 
tará más adelante en el capítulo. 

Mientras que los monómeros y filamentos de actina están altamente : c- 
tro lados en el interior celular, gran parte de su comportamiento es una pr - 
piedad de los propios monómeros y filamentos de actina. En soluciones di 
baja fuerza iónica los filamentos de actina se despolimerizan a monómer - 
La actina polimeriza espontáneamente si se aumenta la fuerza iónica h - . 
niveles fisiológicos. El primer paso en la polimerización de la actina (den - 
minado nucleación) es la formación de un pequeño agregado constítc 
por tres monómeros de actina. Los filamentos de actina son entonces tara- 
ces de crecer por la adición reversible de monómeros a ambos extrerr 
pero el extremo protuberante crece de cinco a diez veces más rápido que é 
extremo puntiagudo. Los monómeros de actina también unen ATP, el cuafl 
se hidroliza a ADP tras el ensamblaje del filamento. Aunque el ATP no es 
necesario para la polimerización, los monómeros de actina que tienen ur- 
do ATP poli inerizan más rápido que aquellos que tienen unido ADP. Ccim 
se describe a continuación, la unión y la hidrólisis del ATP desempeñan v 
papel clave en la regulación del ensamblaje yen el comportamiento diñan: - 
co de los filamentos de actina. 

Debido a que la polimerización de la actina es reversible, los filamer : ^ 
pueden despolimerizar por la disociación de las subunidades de actina ^ 
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Actina G Di maro Trímero 


a 



Extremo puntiagudo 



Actina F 


gura 12.2 Ensamblaje y estructura de los filamentos de actina. (A) Los 

monómeros de actina (actina G) polimerizan para formar filamentos de actina 
cetina F), El primer paso es la formación de dimeros y trímeros, que crecen por la 
iJidón de monómeros a ambos extremos, (B) Estructura de un monómero de actina. 
C) Modelo espacial de una actina F. Se representan catorce monómeros de actina 
m diferentes colores, (C, Basado en datos de Cben y cois,, 2002, J, Struct , Biol. 138:92,) 



que permite que los filamentos de actina se descompongan cuando sea ne- 
cesario (Fig, 12.3), ín vitro, existe un equilibrio aparente entre los monóme- 
ros de actina y los filamentos, que depende de la concentración de los mono- 
meros libres. La velocidad a la que los monómeros de actina se Incorporan a 
los filamentos es proporcional a su concentración, por lo que hay una con- 
centración crítica de monómeros de actina a la cual la velocidad de polime- 
rización es igual a ía velocidad de disociación. A esta concentración crítica, 
ios monómeros y los filamentos se encuentran en un equilibrio aparente. 

Como se mencionó anteriormente, los dos extremos de un filamento de 
actina crecen a velocidades diferentes, de tal manera que ios monómeros se 
añaden al extremo de crecimiento rápido (el extremo protuberante) de cin- 
co a diez veces más rápido que al extremo puntiagudo de crecimiento lento. 


Figura 12.3 Polimerización reversible de los monómeros de actina. La 

polimerización de la actina es un proceso reversible, en el que los monómeros se 
asocian y disocian de los extremos de los filamentos de actina. La velocidad de 
disociación de las subunidades (Jt oíf ) es independíente de la concentración de 
monómeros, mientras que la velocidad de asociación de las subuní dades es 
proporcional a la concentración de monómeros libres y viene dada por C x k m 
¡C = concentración de monómeros libres), A la concentración critica de monómeros 
(C r ), donde k ntí = C e X k on , se alcanza un equilibrio aparente. 
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Figura 1 2.4 Treadmilíing y pape! del 
ATP en la polimerización de los 
mi traf ¡lamentos. Los extremos 
puntiagudos de los filamentos de 
actina crecen a una velocidad menor 
que los extremos protuberantes. Esta 
diferencia en la tasa de crecimiento se 
refleja en una diferencia en la 
concentración critica para la adición de 
monómeros a ambos extremos del 
filamento, La actína unida a ATP se 
asocia con !o extremos protuberantes 
de crecimiento rápido, y el ATP unido 
a k actína es a continuación 
hidrolizado a ADP. Puesto que la ADP- 
acó na se disocia de los filamentos con 
mayor facilidad que la ATP-actina, la 
concentración crítica de los 
monómeros de actina es mayor para la 
adición a los extremos puntiagudos 
que en los extremos protuberantes de 
los filamentos de actina. El ireadmilUng 
tiene lugar a concentraciones 
monomericas intermedias entre las 
concentraciones críticas de Jos 
extremos protuberantes y 
puntiagudos. Bajo estas condiciones, 
existe una disociación neta de 
monómeros (unidos a ADP) dei 
extremo puntiagudo, equilibrada por 
la adición de monómeros (unidos a 
ATP) al extremo protuberante. 


■ La falo id i na está derivada de La 
seta venenosa Amanitú pholioides. 
Esta seta también produce 
a-amanitina, un inhibidor 
específico de la ARN polímerasa II, 
Las toxinas producidas por esta 
seta y setas relacionadas atacan 
principalmente al hígado y la riñón 
y pueden causar la muerte si no se 
recibe tratamiento. 


Q, 





Debido a que la actina-ATP se disocia con menos facilidad que la actínr- 
xADP, la concentración crítica de monómeros que es necesaria para la poli- 
merización de los dos extremos será diferente, Esta diferencia puede dar lu- 
gar al fenómeno conocido como intercambio rotatorio {treadmilíing), que* 
ilustra el comportamiento dinámico de los filamentos de actína (Fig, 12.4 
Para que el sistema se encuentre en un estado de equilibrio general, la cor 
cent ración de monómeros de actína libres debe ser intermedia entre las 
concentraciones críticas requeridas para la polimerización de los extrerru ? 
protuberantes y puntiagudos de los filamentos de actina. Bajo estas cond- 
ciones existe una pérdida neta de monómeros del extremo puntiagudo, que 
se compensa con una adición neta al extremo protuberante. El intercambi. 
rotatorio requiere ATP, polimerizando la actina-ATP en el extremo protube- 
rante de los filamentos mientras que la actina -ADP se disoda del extreme 
puntiagudo. A pesar de que la tasa de intercambio rotatorio espontáneo es 
excesivamente baja para dotar a este fenómeno de relevancia fisiológica, h 
polimerización y despolimerización reguladas de filamentos son importan- 
tes para la formación de procesos celulares y en el movimiento celular 
(como se analizará en una sección posterior de este capítulo). 

Es de reseñar que varios fármacos que se utilizan en biología celular ac- 
túan uniéndose a la actina y afectando a su polimerización. Por ejemplo, las 
ci tócala sinas se unen a los extremos protuberantes de los filamentos y blo- 
quean su elongación. Esto provoca cambios en la forma de la célula as 
como la inhibición de algunos tipos de movimientos celulares (p, ej., la divi- 
sión celular que sigue a la mitosis), lo que indica que la polimerización de 
actina es necesaria para estos procesos. Otro fármaco, la faloidina, se une 
fuertemente a los filamentos de actína y evita su disociación en moléculas 
individuales de actina. La faloidina marcada con un marcador fluorescente 
se suele utilizar para visualizar los filamentos de actina mediante microsco- 
pía de fluorescencia. 

En el interior celular, la concentración de filamentos de actina y monóme- 
ros dista mucho del equilibrio. En partes de la célula, la tasa de renovación de 
filamentos de actina puede ser 100 veces mayor de lo que es m 'cifro mientras 
que en otras partes de la célula, los filamentos pueden estar estabilizados 
frente al desensambla] e. El ensamblaje y desensamblaje de los filamentos de 
actina en el interior celular está regulado por un grupo diverso de proteínas 
de unión a actina (Tabla 12.1). Estas proteínas pueden regular la formación y 
la estabilidad del dtoesqueleto de actina a varios niveles diferentes (Fig. 1251 
Algunas de estas proteínas se unen a lo largo de los filamentos de actina, es- 
tabilizándolos o estableciendo enlaces cruzados entre ellos. Otras proteínas 
de unión a actina estabilizan a los filamentos formando una caperuza en sus 
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Lisia 12,1 Proteínas de unión a actina 

'2 peí en (a célula 

Proteínas representativas 

hita ación y polimerización de filamentos 
E^rilizadón de filamentos 
F ación de enlaces cruzados de fila memos 

Caperuzas 

Escisión /despolímenzación de filamentos 
Unión de monómeros 
L r ■ ón de filamentos de actina a proteínas 

Arp2/3, formina 

Nebulina, tropomiosina 

u-actmirta, fila mina, Ambrina, villína 

CapZ r tropomodullna 

ADF / eofílína, gelsolina, limosina 

Pro Alina r twinfÜina 

D Estro fina,, espeetrina, tal En a, vincuíina 


tremos que previene ía disociación de monómeros de actina, Por el contra- 
n algunas proteínas actúan para desensamblar los filamentos de actina es- 
cundiéndolos o estimulando su despolimerización- Finalmente, algunas pro- 
pinas de unión a actina se unen a la actina monomérka y controlan su 
ensamblaje en filamentos regulando el intercambio de ATP por ADR 

El paso inicial y limitante en la formación de filamentos de actina es la 
- ..deación, que requiere que los monómeros interaccionen correctamente. 
•- tipos de proteínas, la formina y el complejo Arp2/3 (actin-related pro - 
¡ dete rm i n a n d ón d e se f o rm an los fi 1 a m e n tos en el i n te ri or c el u la r al f a - 
litar su nudeación. Las forminas son una familia de proteínas grandes 
140-200 kd) de unión a los extremos protuberantes presentes en todas las 
jí alas eucarióticas que tanto nuclean los monómeros iniciales de actina 
. mo, a continuación, se desplazan a lo largo del filamento en crecimiento, 
añadiendo monómeros nuevos en el extremo protuberante (Fig. I2,ó). Se 
..ve que las forminas nudean filamentos do actina largos carecientes de ra- 
mificaciones (véase Fig. 12.1) que componen las fibras de estrés, los anillos 
. mtráctiles, los fitopodíos y los filamentos finos de las células musculares 
analizados más adelante en este capítulo). Muchos de estos filamentos son 
relativamente estables debido a las proteínas estabilizadores de los filamen- 
ms, como miembros de la familia tropomiosina. Las tropomiosinas son pro- 
vinas fibrosas de 30-36 kd que se unen longitudinalmente a lo largo de la 
hendidura de los filamentos de actina. 

Por el contrario, en el extremo de avance de los procesos celulares o de 
las células en movimiento, los filamentos de actina se recambian y ramifí- 


Fígura 12,5 Regulación de la 
organización de los filamentos de 
actina por (as proteínas de unión 
a actina. Las proteínas de unión a 
actina juegan diversos papeles en el 
comportamiento dinámico de los 
filamentos de actina. Los filamentos de 
actina pueden ser estabilizados por 
proteínas estábil izad oras de los 
filamentos que se unen a lo largo de 
ellos. Tanto los extremos protuberantes 
como puntiagudos pueden también 
tener caperuzas y los propios 
filamentos pueden formar enlaces 
cruzados entre si. Los filamentos 
intactos también pueden ser 
escindidos por proteínas de escisión de 
los filamentos. El equilibrio entre los 
monómeros de actina y los filamentos 
puede estar regulado por las proteínas 
despot ime rizantes de los filamentos, 
las proteínas polimerizanfes de los 
filamentos, o las proteínas que 
modulan el intercambio de ATP por 
ADP sobre los monómeros de actina. 
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Figura 12.6 Iniciación de los 
filamentos de actina por la formina. 

E] paso limitante de la formación 
de ios filamentos de actina es la 
nudeación, que requiere el 
alineamiento correcto de los tres 
primeros mon omeros de actina para 
permitir la posterior polimerización. 
En el interior celular, la nudeación está 
facilitada por la proteína de unión a 
actina, formina. Cada subunidad del 
dimero de formina se une a un 
monómero de actina. Los monómeros 
de actina se mantienen en la 
configuración correcta para permitir la 
unión del tercer monómero, seguido 
de una rápida polimerización durante 
la cual la formina sigue unida al 
extremo protuberante. 


can extensamente. Los filamentos de actina densamente empaquetados y 
altamente ramificados en estas áreas son nucleados por el complejo Arp2/3 r 
que se une a la actina/ AtP cerca de los extremos protuberantes de los mi- 
cro Llamen tos (Fig, 12.7), El complejo Arp2/3 contiene siete proteínas, dos 
de las cuales son similares a la actina. El complejo en sí tiene una actividad 
muy baja pero es estimulado por diversas proteínas que se unen a él y lo ac- 
tivan. Una vez activado, el complejo Arp2/3 se une al lado de un filamento 
de actina existente cerca del extremo protuberante y forma tina nueva rama. 

Otro tipo de proteínas de unión a actina remodela o modifica los filamen- 
tos existentes. Una familia responsable de la rem odelación de filamentos de 
actina en el interior celular es la famila ADF/cofilina (actin áepofymerizing 
factor) (Fíg. 12.8). Estas proteínas se unen a los filamentos de actina y favore- 
cen la tasa de disociación de los monómeros de actina /ADP del extremo 
puntiagudo. La ADF/cofilina también es capaz de escindir filamentos de 
actina. La ADF/cofilina se une preferentemente a la ADP /actina, de modo 
que permanece unida a los monómeros de actina después del desensambla- 
je de Los filamentos y los secuestra en la forma unida a ADP, impidiendo su 
reincorporación en filamentos. Sin embargo, otra proteína de unión a acti- 
na, la prof ilina, puede revertir este efecto de la cofilina y estimular la incor- 
poración de monómeros de actina en filamentos. La profilina actúa estimu- 
lando el intercambio de ADP por ATP y disociando los monómeros de 
actina /ATP de la cofilina, de tal modo que se encuentran disponibles para 


Figura 12.7 Iniciación de ramas en 
los filamentos de actina. El complejo 
Arp2/3 se une a los filamentos de 
actina cerca de los extremos 
protuberantes e inicia ia formación 
de ramas. 
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Figura 12.8 Efectos de la 
ADF/cofilina y la profilma sobre íos 
filamentos de actina. La ADF/cofilina 
posee dos actividades diferentes. 

(A) Es un factor (ADF) de 
despolimemación de la actina, 
uniéndose a ios filamentos de actina y 
aumentando la tasa de disociación de 
monómeros de actina desde el extremo 
puntiagudo. La ADF/cofilina 
permanece unida a los monómeros de 
ADF/ actina, impidiendo su 
reinsención en los filamentos. La 
profilina puede estimular el 
intercambio de ADP unido por ATP, 
resultando en la formación de 
monómeros de ATÍVactina que 
pueden repolimerízar en filamentos. 

(B) La ADF/cofilina también se une y 
escinde filamentos de actina, creando 
nuevos extremos. 


su ensamblaje en filamentos. Algunas proteínas de formina agilizan en ma- 
yor medida la polimerización de los filamentos al unirse a la profilina mien- 
tras permanecen unidos a Jos monómeros de aetina/ATP. 

Como cabría esperar, las actividades de la coñlina, profilina y el comple- 
o Arp2/3 están controlados por una variedad de mecanismos señalizado- 
res celulares (estudiados en el Cap, 15), que permiten que la polimerización 
de actina se regule apropiadamente en respuesta a estímulos ambientales. 
Asi, la ADF/cofilina, la profilina y el complejo Arp2/3 (además de otras 
proteínas de unión a actina) pueden actuar conjuntamente para estimular la 
renovación de los filamentos de actina y la remodelación del citoesqueleto 
de actina, lo que es necesario para una diversidad de movimientos celulares 
y cambios en la forma de la célula como se describe más adelante en este ca- 
pitulo. Esto es una gran tarea y, en algunos tipos celulares, el ensamblaje y 
desensamblaje de los microfilamentos es responsable de la mitad de la hi- 
drólisis de ATP en la célula. 

Muchas de las proteínas relacionadas con la actina (Arp4-8) y la propia 
actina se localiza, igualmente, en el núcleo. Las proteínas relacionadas con 
la actina están implicadas en la remodelación de la crom atina tanto en plan- 
tas como en animales y pueden participar en el ensamblaje del núcleo des- 
pués de la división celular. 

Organización de los filamentos de actina 

Los filamentos individuales de actina se ensamblan en dos tipos generales 
de estructuras, denominadas haces de actina y redes de actina, que desem- 
peñan papeles distintos en la célula (Fig. 12.9), En los haces, los filamentos 
de actina se unen por puentes cruzados y se disponen en estructuras para- 
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Figura 1 2.9 Haces y redes de actina. 

(A) kficmgrafía electrónica de haces 
de actina (cabezas de flecha) 
proyectándose desde la red de actina 
¡flechas) subyacente a la membrana 
plasmática de un macrófago. 

Los haces sostienen unas proyecciones 
de la superficie celular llamadas 
micropúas o filop odios (véase 
Fig. 12.20), (B) Organización 
esquemática de ios haces y las redes. 
Los filamentos de actina en los haces 
se disponen en formaciones paralelas 
unidos por puentes cruzados por 
proteínas pequeñas que alinean 
los filamentos estrechamente unos 
con otros. Por el contrario, las redes 
se encuentran formadas por proteínas 
grandes y flexibles que entrelazan 
filamentos ortogonales. (A r cortesía 
de John H, Hartwig, Brigham & 
Wbmen 's H os p í tal . ) 


(A) 



lelas estrechamente agrupadas. En las redes, los filamentos de actina se 
unen por puentes cruzados con una disposición ortogonal más holgada, y 
forman mallas tridimensionales con las propiedades de los geles seimsóli- 
dos. La formación de estas estructuras está dirigida por varias proteínas de 
unión a la actina que entrelazan ios filamentos de actina de maneras distin- 
tas (véase Tabla 12.1). 

Todas las proteínas de unión a la actina relacionadas con los puentes cru- 
zados contienen al menos dos dominios de unión a la actina, lo que les per- 
mite fijar y entrecruzar dos filamentos de actina diferentes. La naturaleza de 
la asociación entre estos filamentos viene entonces determinada por ef ta- 
maño y la forma de las proteínas de entrecruzamiento (véase Fig, 12.9). La- 
proteínas que entrelazan los filamentos de actina en haces (llamadas pro- 
teínas íormadoras de haces de actina) suelen ser pequeñas proteínas rígi- 
das que fuerzan a los filamentos a alinearse estrechamente unos con otros. 
Por otro lado, las proteínas que organizan los filamentos de actina en rede^ 
tienden a ser proteínas largas y flexibles que pueden establecer puentes de 
unión entre filamentos perpendiculares. Estas proteínas hormadoras dt 
puentes entrecruzados de actina parecen ser proteínas modulares constitui- 
das por unidades estructurales relacionadas. Concretamente, los dominio- 
de unión a la actina de muchas de estas proteínas tienen ima estructura si- 
milar. Están separados por dominios reguladores y secuencias espadadoras 
que varían en longitud y flexibilidad, y son estas diferencias en las secuen- 
cias espadadoras las responsables de las distintas propiedades de enfiecru- 
/amiento de las diferentes proteínas de unión a la actina. 

Existen dos tipos de haces de actina distintos tanto estructural como fun- 
cional mente, que implican a diferentes proteínas forma doras de haces de 
actina (Fig. 12.1Ü). El primer tipo de haz, que contiene filamentos de actina 
estrechamente agrupados, alineados en paralelo, sostiene a las proyecdo- 
nes de la membrana plasmática tales como las mícrovellosidades (véanse 
Eígs, 12.18 y 12,19). En estos haces todos los filamentos tienen la misma po- 
laridad, con sus extremos protuberantes adyacentes a la membrana plasma- 
tica, Un ejemplo de pro teína formadora de haces, relacionada con la forma- 
ción de estas estructuras es ia fimbrina, que fue aislada por primera vez a 
partir de las microvellosidades intestinales, y más tarde se encontró en las 
proyecciones de superficie de una amplia variedad de tipos de células. La 
fimbrina es una protema de 68 kDa que contiene dos dominios adyacentes 
de unión a la actina. Se une a los filamentos de actina en forma de monórne 
ro, manteniendo unidos a dos filamentos paralelos. 

El segundo tipo de haz de actina se compone de filamentos que están 
más espadados y que son capaces de contraerse, tales corno los haces de ac- 
tina del anillo contráctil que divide a las células en dos tras la mi lo sis. La es- 
tructura más holgada de estos haces (que se denominan haces contráctiles 
refleja las propiedades de la proteína de entrecruzamiento ct-actinina, A di- 
ferencia de ta fimbrina, la a-actinina se une a la actina como un dímero. 
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1 2.10 Proteínas formadoras de haces de actina. Los filamentos de actina 
prasodan en dos tipos de haces medíante diferentes proteínas hormadoras de haces 
> actrna. La fimbrina tiene dos dominios de unión a la actina adyacentes (ABD) y 
^relaza filamentos de actina en haces paralelos, estrechamente empaquetados, en 
fe? i je los Filamentos se encuentran separados aproximadamente 14 nm. Por otro 
kk ios dos dominios de unión a actina separados de los dímeros de a-actinina 
a — Lazan los filamentos en haces contráctiles más holgados y espaciados, en ios 
los filamentos se encuentran separados 40 nm* Tanto la fimbrina como la 
•retiñiría contienen dos dominios de fijación de Ca 2+ relacionados, y la a-actínina 
asuene cuatro dominios espaciadores en a-hélice repetidos. 

cada una de las subunidades una proteina de 102 kDa que contiene 
único sitio de unión a la actina. Por tanto, los filamentos entrelazados 
por la a-actinina se encuentran separados por una distancia mucho mayor 
aquellos unidos por la fimbrina (40 nm de separación frente a 14 nm). 
La mayor separación entre los filamentos permite a la proteína motora mio- 
sma interaccionar con los filamentos de actina en estos haces, permitiendo 
¡como se verá más adelante) su contracción. 

En las redes los filamentos de actina se mantienen unidos mediante pro- 
r.nas de urdón a la actina de gran tamaño, como la f ilamina (Fig. 12.11). La 
nomina se fija a la actina como un di mero de dos subunidades de 280 kDa. 
Los dominios de unión a la actina y los dominios de dimerización se en- 
cuentran en extremos opuestos de cada subunidad, por lo que el dímero de 
-_^mina es una molécula flexible en forma de V con los dominios de unión 
* la actina en los extremos de cada brazo. Como resultado, la filamina forma 
cuentes cruzados entre filamentos de actina ortogonales, creando una ma- 
lla tridimensional holgada. Tal y como se tratará en la próxima sección, di- 
cha red de filamentos de actina subyace a la membrana plasmática y es un 
- porte estructural de la superficie de la célula. 

Asociaciación de los filamentos de actina 
con la membrana plasmática 

En la periferia de la célula hay una elevada concentración de filamentos de 
actina que forman una red tridimensional bajo la membrana plasmática 
véase Fig* 12*9). Esta red de filamentos de actina y de proteínas de unión a 
la actina asociadas (denominada el córtex celular) determina la forma de la 


dominio 



Figura 12.1 1 Redes de actina y la filamina. La filamina es un dímero de dos 
subunidades grandes (280 kDa), que forman una molécula flexible en forma de V 
y que entrelaza los filamentos de actina en redes ortogonales. El dominio 
de dimerización carboxilo-terminal se encuentra separado del dominio de unión 
a la actina amino-termínal por dominios espaciadores en lámina p repetidos. 
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Figura 12.12 Morfología 

de los glóbulos rojos sanguíneos. 

Micrograifa electrónica de barrido de 
glóbulos rojos mostrando su forma 
bicóncava. (Omikron/ Photo 
Research ers, Jnc) 
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Figura 12.13 Estructura 
de la es p cetrina. La espec trina es un 
tetra mero constituido por dos cadenas 
a y dos p. Cada cadena p tiene un 
único dominio de unión a la adina 
f ABO) en su extremo amino terminal. 
Tanto las cadenas ü como (3 contienen 
múltiples repeticiones de dominios 
espadadores en a-hélice, que separan 
los dos dominios de unión de la actina 
del tetrámero- La cadena Oí tiene dos 
dominios de fijación de Ca :4 en su 
extremo carboxilo terminal. 


célula y está implicada en diversas acciones de la superficie celular, inclu- 
yendo el movimiento. De esta manera, la asociación del citoesqueleto de ac- 
tina con la membrana plasmática es fundamental para la estructura y h 
función celular. 

Los glóbulos rojos sanguíneos (eritrocitos) han demostrado ser particu- 
larmente útiles para el estudio tanto de la membrana plasmática (que se tra- 
tará en el próximo capítulo) como del citoesqueleto cortical. La principé 
ventaja de los glóbulos rojos para estos estudios radica en que no contienen 
ni núcleo ni orgánulos internos, por lo que la membrana plasmática y las 
proteínas asociadas pueden ser aisladas fácilmente sin ser contaminada 
por las diferentes membranas internas que son abundantes en otros tipos de 
células. Además, los eritrocitos humanos carecen de otros componentes ci- 
toesquelétícos { micro túb oíos o filamentos intermedios), por lo que el citoe<- 
queleto cortical es el determinante principal de su morfología característica 
en forma de discos bicóncavos (Fig. 12.12). 

La principal proteína que proporciona la base estructural del citoesquele- 
to cortical en los eritrocitos es la proteína de unión a la actina, espectrína 
relacionada con la f i lamina (Fig. 12.13). La espectrína pertenece a la extendí 
familia calponina de proteínas de unión a la actina, que incluye a.-actirdna 
filamina y fimbrina. La espectrína er i trocí taña es un tetrámero constituid > 
por dos cadenas poiipeptídkas diferentes, denominadas a y |3, con un pe^.» 
molecular de 240 y 22Ü kDa, respectivamente. La cadena ¡3 presenta un úni- 
co dominio de unión a la actina en la región amino terminal. Las cadenas a 
y (3 se asocian lateralmente para formar dímeros, que se unen cabeza con ca- 
beza para formar tetrámeros con dos dominios de unión a la actina separa- 
dos aproximadamente por 200 nm. Los extremos de los tetrámeros de es- 
pectrína se asocian con filamentos cortos de actina, dando como resultado 
una red de espectrina-actina que forma el citoesqueleto cortical de ios glc- 
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bulos rojos (Fig, 12.14). El principal nexo de unión entre la red de espectri- 
na-actina y la membrana plasmática lo proporciona la proteína denomina- 
da anquí riña, que se une tanto a la espectrina como al dominio citoplasma- 
tico de una pro teína transmembrana abundante denominada banda 3. Un 
nexo adicional entre la red de espectrina-aetina y la membrana plasmática 
viene dado por la proteína 4.1, que se fija a las uniones de espectri na-actina 
así como reconoce el dominio dtoplasmático de la glicoforina (otra pro teína 
transmembrana abundante). 

Otros tipos de células contienen uniones entre el citoesqueleto cortical v 
la membrana plasmática que son similares a las observadas en los glóbulos 
rojos. Las proteínas relacionadas con la espectrina (la espectrina no-eritroi- 
de también se denomina íodrína), la anquirina y la proteína 4.1 se expresan 
en una gran variedad de tipos celulares, donde realizan funciones análogas 
a aquellas descritas para los eritrocitos. Por ejemplo, una familia de proteí- 
nas relacionada con la proteína 4,1 (las proteínas ERM) unen los filamentos 
de actina a la membrana plasmática de muchas clases de células, y otro 
miembro de h familia calponina, la f ilamina (véase Fig. 12.11) constituye el 
principal puente entre los filamentos de actina y la membrana plasmática 
de las plaquetas sanguíneas. Otro miembro de este grupo de proteínas rela- 
cionadas con la espectrina es la di s trotina, que tiene un interés especial de- 
bido a que es el producto del gen responsable de dos tipos de distrofias 
musculares (la de Duchenne y Becker), Estas enfermedades congénitas aso- 
ciadas al cromosoma X provocan una degeneración progresiva del músculo 
esquelético, y los pacientes con la forma más severa de la enfermedad (dis- 
trofia muscular de Duchenne) generalmente mueren en la adolescencia o al- 
rededor de los veinte anos de edad. La clonación molecular del gen respon- 
sable de este desorden reveló que codifica una proteína de gran tamaño 
í427 kDa) que se encuentra ausente o alterada en los pacientes con distrofia 
muscular de Duchenne o Becker, respectivamente. La secuencia de la dis- 
trofina indicó además que está relacionada con la espectrina, con un único 
dominio de unión a la actina en su extremo a mino terminal y un dominio 
de fijación a ía membrana en su extremo carboxilo terminal. Al igual que la 
espectrina, la distrofina forma dímeros que fijan los filamentos de actina a 
las proteínas transmembrana de la membrana plasmática de la célula mus- 
cular. Estas proteínas transmembrana a su vez fijan el citoesqueleto a la ma- 


Figura 12,14 Asociación del 
citoesqueleto cortical eritrocito río 
con la membrana plasmática. La 

membrana plasmé tica se asocia con 
una red de tetrámeros de espectrina 
entrelazada por filamentos cortos de 
actina asociados con la proteína 4.1. 

La red de espectrina-actina se une a la 
membrana por la anquirina, que se une 
tanto a la espectrina como a la 
abundante pro teína transmembrana 
banda 3, Un nexo adicional lo 
proporciona la unión de la pro teína 4J 
a la glicoforina. 


tríz extraeelular, lo que desempeña un papel importante en mantener 
la contracción muscular. 


3ad celular durar 
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Figura 12.15 Fibras de estrés 
y adhesiones foca i es. Microscopía 
de fluorescencia de un fibroblasto 
humano en el que Sos filamentos de 
actina se han teñido con un marcador 
fluorescente. Las fibras de estrés se 
muestran como haces de filamen tos de 
actina anclados a sitios donde Ja célula 
se une a la superficie de la placa de 
cultivo (adhesiones focales). (Don 
Fawcett/ Photo Resea rchers, Jnc) 


Figura 12.16 Anclaje de las fibras 
de estrés a la membrana plasmática 
en las adhesiones focales. Las 

adhesiones focales están mediadas por 
la unión de las integrinas a proteínas 
de la matriz ex trace! ula r. Las fibras de 
estrés (haces de filamentos de actina 
entrelazados por a-acttrdna) se unen at 
dominio citoplasmátíco de las 
integrinas mediante asociaciones 
complejas en las que intervienen un 
cierto numero de proteínas. Se 
muestran dos posibles asociaciones: 

I) La talina se une a la ínfegrina y a la 
vinculim, que a su vez se une a la 
actina, y 2J la integrina se une a 
la a-actinina. En las adhesiones fócales 
también se encuentran presentes otras 
proteínas (que no se representan) y que 
pueden estar implicadas en el anclaje 
de las fibras de estrés a la membrana 
plasmática. 


A diferencia de la superficie uniforme de los glóbulos rojos sanguíneos, 
la mayoría de las células tienen regiones especializadas en Ja membrana 
plasmática que establecen contactos con células adyacentes, la matriz extra- 
celular (estudiada en el Cap, 14), u otros sustratos (como la superficie de 
una placa de cultivo). Estas regiones también sirven como puntos de unión 
para los haces de filamentos de actina que anclan el citoesqueleto a las zo- 
nas de contacto celular. Estas uniones de filamentos de actina resultan par- 
ticularmente evidentes en los fibroblastos en cultivo (Fig, 12.15). Estos fibro- 
blastos en cultivo segregan proteínas de La matriz extracelular que se 
adhieren a la superficie plástica de la placa de cultivo. Entonces los fibra- 
blastos se unen a la placa de cultivo mediante la unión a la matriz extracelu- 
lar de unas proteínas transmembrana (denominadas integrinas). Los sitio? 
de anclaje son regiones discretas (llamadas adhesiones focales) que tam- 
bién sirven como sitios de sujeción para unos haces de filamentos de actina 
de gran tamaño denominados fibras de estrés. 

Las fibras de estrés son haces contráctiles de filamentos de actina, entre- 
lazados por ct-actínina y estabilizados mediante tropomiosína, que andan ¿ 
la célula y ejercen tensión sobre el sustrato. Están unidas a la membrana 
plasmática en las adhesiones focales a través de la integrina. Estas asocia- 
ciones, que son complejas y no bien entendidas, pueden estar mediadas por 
otras proteínas, incluyendo Ja talina y la vincuíina (Fig. 12,16). Por ejemplo, 
tanto la talina como la a-actinina se unen a los dominios citoplasma ticos de 
las integrinas. La talina también se une a la vincuíina, que a su vez se une a 
la actina. Otras proteínas encontradas en las adhesiones focales tambíe: 
pueden participar en el anclaje de los filamentos de actina, y una combina- 
ción de estas interacciones puede ser la responsable de la unión de ios fila- 
mentos de actina a la membrana plasmática. 

El citoesqueleto de actina se encuentra anclado de forma similar a regíont^ 
de contacto célula-célula denominadas uniones de adherencia (Fig. 12.1" 
En las capas de células epiteliales estas uniones forman una estructura con- 
tinua en forma de cinturón (denominada cinturón de adhesión) alrededor 
de cada célula, de tal manera que un haz contráctil de filamentos de actina 
subyacente se une a la membrana plasmática. El contacto entre las células 
en las uniones de adherencia está mediado por proteínas transmembranz 
llamadas tadherinas, que serán tratadas en el Capítulo 14. Las cadherinas 
forman un complejo con las proteínas citoplasma ticas denominadas catem- 
nas, que anclan los filamentos de actina en la membrana plasmática. 
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=icura 72.17 Anclaje de los filamentos de actina a las uniones de adherencia. 

contactos célula-célula en las uniones de adherencia están mediados por 
¡Bhihednas, que sirven como sitios de unión de los haces de actina. En las capas 
<Ar células epiteliales estas uniones forman un cinturón continuo de filamentos de 
actina alrededor de cada célula. Las cad herí ñas son proteínas transmembrana 
pae unen [3-catenma v pl20, que regula la estabilidad de la unión. De igual modo, 
j-catertina se une a ct-catenina, un proceso que parece intervenir en la asociación 
ée filamentos de actina con las uniones de adherencia a través de la regulación de 
ensamblaje y organización. 


■ Además de su papel estructural 
en las uniones adherentes, la 
[1-catenina es un componente 
crítico de la vía de señalización 
Wht donde funciona como un 
activador de la transcripción 
(véase Cap. 15). 


Protuberancias de la superficie celular 

La superficie de la mayoría de las células tiene diversas protuberancias o 
extensiones que intervienen en el movimiento celular, la fagocitosis, o en 
rondones especializadas tales como la absorción de los nutrientes. La ma- 
yoría de estas extensiones celulares superficiales se basan en filamentos de 
actina, que están organizados en haces o redes relativamente estables o que 
se reorganizan rápidamente. 

Las protuberancias de la superficie celular basadas en la actina mejor ca- 
racterizadas son las microvellosidades, extensiones digitiformes de la 
membrana plasmática que son particularmente abundantes en la superficie 
de las células implicadas en la absorción, como las células epiteliales que ta- 
pizan el intestino (Pig, 12.18). Las micro vellosidades de estas células forman 
una capa sobre la superficie apical (denominada borde en cepillo) que 
consta aproximadamente de un millarde microvellosidades por célula y 
que aumenta de 10 a 20 veces la superficie útil para la absorción. Además de 
su papel en la absorción, unas formas especializadas de microvellosidades, 
los esterodlios de las células auditivas, son las responsables de la audición 
mediante la detección de las vibraciones sonoras. 


Figura 12.18 Mí cr ografía electrónica de microvellosidades. Las microvellosidades 
de las células epiteliales intestinales son proyecciones digitiformes de la membrana 
plasmática. Se sostienen mediante haces de actina anclados en una densa región 
del córtex llamada la red terminal. (Cortesía de Nobutaka Hírokawa.) 
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Figura 12,19 Organización de las 
micro vellosidades. Los filamentos de 
actina centrales de las microvellosidades 
se entrelazan mediante la fimbrina y la 
villina, constituyendo haces 
estrechamente agrupados, A lo largo 
de su estructura se unen a la 
membrana plasmática a través de 
brazos laterales, constituidos por 
miosina I y calmodulina. Los extremos 
protuberantes de los filamentos de 
actina están embebidos en una cápsula 
de proteínas no identificadas en la 
punta de la microvellosidad. 


Su abundancia y facilidad de aislamiento ha facilitado el análisis estruc- 
tural detallado de las microvellosidades intestinales, las cuales contienen 
haces paralelos de 20 a 30 filamentos de actina estrechamente agrupados 
(Fig, 12.19). Los filamentos en estos haces están entrelazados en parte por la 
fimbrina, una proteína formadora de haces de actina (vista anteriormente) 
que está presente en las proyecciones superficiales de varios tipos de célu- 
las. Sin embargo, la proteína formadora de haces de actina más importante 
en las microvellosidades intestinales es la vi Hiña, una proteína de 95 kDa 
presente en las microvellosidades de sólo míos pocos tipos de células espe- 
cializadas, como las que tapizan el intestino y los tú bu los renales y las de las 
uniones celulares, A lo largo de su estructura, los haces de actina de las mi- 
crovellosidades se encuentran unidos a la membrana plasmática a través de 
brazos laterales constituidos por la proteína fijadora de caldo calmodulina 
en asociación con la miosina L la cual puede estar implicada en el movi- 
miento de la membrana plasmática a lo largo del haz de actina de la micro- 
vellosidad. En su base, los haces de actina están andados en una región rica 
en espectrina de la corteza de actina llamada la red terminal, que entrelaza 
y estabiliza las microvellosidades. 

A diferencia de las microvellosidades, muchas protuberancias superficia- 
les son estructuras transitorias que se forman en respuesta a estímulos am- 
bientales, Varios tipos de estas estructuras se extienden desde la parte ante 
rior de la célula en movimiento y están implicados en la locomoción celular 
(Fig. 12.20). Los pseudópodos son extensiones de un ancho moderado, ba- 
sados en filamentos de actina entrelazados en una red tridimensional, que 
son responsables de la fagocitosis y del movimiento de las amebas sobrt 
ima superficie. Los lamel i podios son extensiones anchas, laminares, del 
borde apical de los fibroblastos, que de forma similar contienen una red de 
filamentos de actina. Muchas células también extienden mi croes pinas o fi- 
lopodios, proyecciones delgadas de la membrana plasmática sustentada 
por haces de actina. La formación y retracción de estas estructuras se basa 
en el ensamblaje y desensamblaje regulado de los filamentos de actina 
como se analiza más adelante en este capítulo, 

Actina, miosina y movimiento celular 

Los filamentos de actina, generalmente asociados con la miosina, son los 
responsables de muchos tipos de movimientos celulares. La miosina es d 
prototipo de motor molecular — una proteína que convierte energía q mor- 
ca en forma de ATP en energía mecánica, generando de esta manera fuerza 
y movimiento— , El tipo de movimiento más sorprendente es la contracción 
muscular, que ha proporcionado el modelo para comprender las intera ede- 
nes actma-miosina y la actividad motora de las moléculas de miosina. Sin 
embargo, las interacciones entre la actina y La miosina son las responsabíe- 
no sólo de la contracción muscular sino también de diversos tipos de movi- 
mientos de las células no musculares, incluyendo la división celular, por lo 
que estas interacciones desempeñan un papel central en la biología celular 

Contracción muscular 

Las células musculares están altamente especializadas en una única tarea, la 
contracción, y es esta especialización en su estructura y función lo que con- 
vierte al músculo en el prototipo para el estudio del movimiento a nivel mo- 
lecular y celular. Existen tres tipos distintos de células musculares en les 
vertebrados: músculo esquelético, responsable de todos los movimientos 
voluntarios; músculo cardíaco, que bombea la sangre desde el corazórJ 
y músculo liso, responsable de los movimientos involuntarios de órgan o 
tales como el estómago, intestino, útero y vasos sanguíneos. Tanto en el 


Citoesqueleto y movimiento celular 



Bécllío esquelético como en el músculo cardíaco, los elementos contráctil 
bc¿'! citoesqueleto aparecen en estructuras altamente organizadas que 
lugar al patrón característico de estriad oríes transversales. La caracteri- 
Hdóo de estas estructuras en el músculo esquelético es lo que nos ha per- 
fcrd o comprender la contracción muscular, y otros movimientos celulares 
liados en la actina, a nivel molecular. 

Los músculos esqueléticos son haces de fibras musculares, que son célu- 
■ - individuales grandes (de aproximadamente 50 pm de diámetro y varios 
fcrhmetros de longitud) formadas por la fu sión de muchas células indi vi- 
durante el desarrollo (Fig. 12,21). La mayor parte del citoplasma está 
ar-istituido por miofi brillas, que son haces cilindricos de dos tipos de fila- 
peritos: filamentos gruesos de miosina (aproximadamente de 15 nm de diá- 
metro) v filamentos delgados de actina (alrededor de 7 nm de diámetro). 
Cada miofibrilla se estructura a modo de una cadena de unidades contrácti- 
les llamadas sarcómeros, que son los responsables de la apariencia estriada 
de los músculos cardíaco y esquelético. 

Los sarcómeros (que miden aproximadamente 2,3 pm de longitud) cons- 
tan de varias regiones diferenciadas, di se ern ib les por micro se opia elec- 
trónica, lo que permitió revelar el mecanismo de la contracción muscular 
Fig. 12.22). Los extremos de cada sarcómero vienen delimitados por el dis- 
co Z. Dentro de cada sarcómero alternan bandas oscuras (Llamadas bandas 
A porque son anisótropas cuando se observan con luz polarizada) con ban- 
das claras (llamadas bandas 1 por ser isótropas). Estas bandas se correspon- 
den con la presencia o ausencia de filamentos de miosina. Las bandas 1 sola- 
mente contienen filamentos delgados (de actina), mientras que las bandas A 
contienen filamentos gruesos (de miosina). Los filamentos de miosina y ac- 
ema se solapan en regiones periféricas de la banda A, mientras que una re- 
don intermedia (llamada zona H) contiene sólo miosina. Los filamentos de 
actina se unen por sus extremos protuberantes al disco Z , que contiene la 
proteína de entrecruzamiento oc-actirdna. Los filamentos de miosina se 
unen en la zona media del sarcómero, la línea M. 

Otras dos proteínas (fitina y nebulina) también contribuyen a la estruc- 
tura y estabilidad del sarcómero (Fig, 12.23), La ti tina es una proteína extre- 
madamente grande (3.000 kDa), y se extienden moléculas individuales de 
fitina desde la línea M hasta el disco Z. Estas largas moléculas dé fitina se 



Figura 12.20 Ejemplos de 
proyecciones celulares superficiales 
implicadas en la fagocitosis y el 
movimiento. (A) MicrogTafía 
electrónica de barrido mostrando 
pseudópodos de un macrófago 
engullendo una célula tu moral durante 
la fagocitosis. (B) Ameba con varios 
pseudópodos extendidos. (C ) Célula 
de cultivo tisular mostrando 
lamelípodios (L) y filopodios (flecha). 
(A, K. Wassermann/Visuals Unlimited; 

B, Stanley Flegler/Visuals Unlimited; 

C, Don Fawcett/ Photo Researchers, 
Inc.) 


■ Las moléculas que regulan la 
actividad de las células de músculo 
liso son medicamentos 
importantes. Por ejemplo, el 
albuteroí, un medicamento que 
relaja los músculos lisos, se 
emplea para el tratamiento de 
asma y para prevenir el parto 
prematuro en mujeres 
embarazadas. Por el contrario, la 
oxítodna, una Hormona que 
estimula la contracción muscular, 
se administra para inducir el parto. 
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Figura 12.21 Estructura de las 
células musculares. Los músculos 
se componen de haces de células 
individuales largas (llamadas fibras 
musculares) que se forman por fusión 
celular y que contienen múltiples 
núcleos. Cada fibra muscular contiene 
muchas miotibr illas, que a su vez son 
haces de filamentos de actina y 
miosina organizados en una cadena 
de unidades repetidas llamadas 
sarcómeross 
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Banda A 


cree que actúan como muelles que mantienen los filamentos de miosina 
centrados en el sarcómero y mantienen la tensión de repaso que permite ai 
músculo retraerse si se extiende en exceso. Los filamentos de nebulina estar 
asociados con la actina y se piensa que regulan el ensamblaje de los filamen- 
tos de actina actuando como reglas que determinan su longitud. 

La base para comprender la contracción muscular es el modelo de desli- 
zamiento de los filamentos, propuesto por primera vez en 1954 por Andrew 
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Figura 12.22 Estructura del sarco mero. 

(A) Mi orografía electrónica de un sarcómero, (B) Diagrama 
mostrando la organización de los filamentos de actina 
(delgados) y miosina (gruesos) en las regiones indicadas. 
(A, Frank Á. Pepe/Biologkal Photo Service,) 
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Huxley y Ralph Nliedergerke y por Hugh Huxley y Jean Hanson (Fig. 12.24). 
Durante la contracción muscular, cada sarcómero se encoge, acercando los 
¿iscos Z. La amplitud de la banda A no varía, pero tanto las bandas 1 como 
h zona H casi desaparecen por completo. Estos cambios se explican porque 
ts filamentos de actina y miosina se deslizan uno sobre otro, por lo que los 
feamentos de actina ocupan la banda A y la zona H, Por tanto, la contrac- 
c n muscular se debe a la interacción entre los filamentos de actina y mió 
sna que genera el movimiento relativo de uno respecto al otro. La base uro- 
ir rular de esta interacción es la unión de la miosina a los filamentos de 
actina, lo que permite a la miosina funcionar como un motor que dirige el 
deslizamiento de los filamentos. 

El tipo de miosina presente en el músculo (miosina IT) es una proteína 
muy grande (aproximadamente 500 kDa) constituida por dos cadenas pesa- 
13 5 idénticas (alrededor de 200 kDa cada una) y dos pares de cadenas lige- 
ras (alrededor de 20 kDa cada una) (Fig. 12.25). Cada cadena pesada consta 
de una cabeza globular y de una cola larga en a-hélice. Las colas en a-hélí- 
de dos cadenas pesadas se enrollan una alrededor de la otra en una es- 
tructura de espiral enrollada (coikd-coil) para formar un dímcro, y dos cade- 
ras ligeras se asocian con el cuello de cada región de la cabeza para formar 
^ molécula completa de miosina II. 

Los filamentos gruesos del músculo están constituidos por varios cientos 
moléculas de miosina, unidas por interacciones entre sus colas, en una 
disposición paralela escalonada (Fig. 12.26). Las cabezas globulares de mio- 
na se unen a la actina, formando puentes cruzados entre los filamentos 
gruesos y delgados. Es importante señalar que la orientación de las molécu- 
las de miosina de los filamentos gruesos se invierte a partir de la línea M del 
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Figura 12.23 Titina y nebulina. 

Las moléculas de fitina se extienden 
desde el disco Z hasta la línea M 
y actúan como muelles que mantienen 
los filamentos de miosina centrados 
en el sarcómero. Las moléculas de 
nebulina se extienden desde e! disco Z 
y se piensa que determinan la longitud 
de los filamentos de actina asociados. 


Figura 12.24 Modelo de 
deslizamiento de los filamentos 
de la contracción muscular. Los 

filamentos de actina se deslizan sobre 
los filamentos de miosina hacia la zona 
media del sarcómero. El resultado es el 
acortamiento del sarcómero sin ningún 
cambio en la longitud de los 
filamentos. 
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Figura 12.25 Miasma II. La molécula 
de miosina II consta de dos cadenas 
pesadas y dos pares de cadenas ligeras 
(denominadas cadenas ligeras 
esenciales y reguladoras). Las cadenas 
pesadas tienen regiones de cabeza 
globular y colas largas en a- hélice, que 
se enrollan una alrededor de la otra 
para formar dímeros. 


Figura 12.26 Organización de los 
filamentos gruesos de miosina. 

Los filamentos gruesos están 
constituidos por la asociación de 
varios cientos de moléculas de miosina 
II en una formación escalonada. 

Las cabezas globulares de la miosina 
se unen a la aetina, formando puentes 
cruzados entre los filamentos de 
miosina y de aetina, La orientación 
de los filamentos de aetina y miosina 
se invierte a partir de la línea M, 
por lo que su polaridad relativa es 
igual en ambos lados del sarcómero. 


sarcómero, De igual forma, la polaridad de los filamentos de aetina (los cua- 
les se unen a ios discos Z por sus extremos protuberantes) se invierte a par- 
tir de la línea M, por lo que la orientación relativa de los filamentos de acti- 
na y miosina es la misma en ambas mitades del sarcómero. Como se verá 
más adelante, la actividad motora de la miosina mueve sus grupos de cabe- 
za a lo largo del filamento de aetina en la dirección del extremo protuberan- 
te, Este movimiento desliza los filamentos de aetina desde ambos lados del 
sarcómero hacia la línea M, lo que acorta el sarcómero y tiene como resulta- 
do la contracción muscular. 

Además de unirse a la aetina, las cabezas de miosina fijan e hídrolizan 
ATP, el cual proporciona la energía para dirigir el deslizamiento de los fila- 
mentos. Esta transformación de energía química en movimiento se realiza 
mediante cambios en la forma de la miosina debidos a la unión del ATP. Eí 
modelo comúnmente aceptado (el modelo de vaivén o balanceo del puente 
cruzado) es que la hidrólisis de ATP provoca repetidos ciclos de interacción 
entre las cabezas de miosina y la aetina. Durante cada ciclo, los c ambire 
conformación a les en la miosina conducen al movimiento de las cabezas de 
miosina a lo largo de los filamentos de aetina. 

Aunque los mecanismos moleculares no están todavía completamente 
dilucidados, se ha proporcionado un modelo plausible de la actividad de la 
miosina a partir de estudios irt Pitra del movimiento de la miosina a lo largo 
de filamentos de aetina (un sistema desarrollado por James Spudieh y Mi- 
chaei Sheetz) y a partir de la determinación de la estructura tridimensional 
de la miosina por Ivan Rayment y sus colaboradores (Fig. 12,27). El ciclo co- 
mienza con la miosina (en ausencia de ATP) unida fuertemente a la aetina 
La unión de ATP disocia el complejo miosina -aetina y la hidrólisis del ATP 
induce un cambio c on forma dona 1 en la miosina. Este cambio afecta a la re- 
gión del cuello de la miosina que une las cadenas ligeras (véase Fig. 12.25) 
que actúa como un brazo de palanca desplazando la cabeza de miosina 
aproximadamente 5 nm. Los productos de la hidrólisis (ADP y P f ) permane- 
cen unidos a la cabeza de miosina, diciéndose que está en posición «ladea- 
da», La cabeza de miosina se vuelve a unir al filamento de aetina en una 
nueva posición, produciéndose la liberación de P,„ lo que induce el «golpe 
de potencia», a través del cual se libera ADP y la cabeza de miosina adopta 
de nuevo su conformación inicial, de modo que los filamentos de aetina se 
deslizan hacia la línea M del sarcómero. 

La contracción del músculo esquelético es disparada por impulsos ner- 
viosos que estimulan la liberación de Ca 2 ^ desde el retículo sarcoplásmico 
— una red especializada de membranas in temas, similar al retículo en do- 
plasmático, que almacena una elevada concentración de iones Ca 2+ — . La li- 
beración del Ca : ' desde el retículo sarcoplásmico incrementa la concentra- 
ción de Ca 2+ en el citosol desde, aproximadamente, 10'^a ÍQ'^M, El aumento 
de la concentración de Ca : * es la señal para la contracción muscular, intervi- 
niendo dos proteínas accesorias unidas a los filamentos de aetina: la tropo- 
miosina y la troponina (Fig. 12,28). En el músculo estriado, cada molécula 
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: gura 12.27 Modelo para la actuación de la miosina. La unión del ATP disocia 
^ miasma de la actina. Entonces la hidrólisis de ATP induce un cambio 
conforma don al que desplaza al grupo de cabeza de la miosina. A esto le sigue 
_* unión de la cabeza de miosína en una nueva posición sobre el filamento de actina 
1 la liberación de P,. La recuperación de la conformación inicial de la cabeza de 
miosina, junto a la liberación de ADP, induce el deslizamiento de los filamentos 
de actina. 

de tropomiosina se une a la troponina, la cual es un complejo de tres poli- 
péptidos: troponina 1 (inhibitorio), tropomrra C (de unión a Ca" + ), y troponi- 
na T (de unión a la tropomiosina). Cuando la concentración de Ca 2t es baja, 
ei complejo de las troponinas con la tropomiosina bloquea la interacción de 
casi todas las actinas con los grupos de las cabezas de miosína, por lo que el 
músculo no se contrae. A altas concentraciones, la unión del Ca 2 " a la tropo- 
-ina C altera la disposición del complejo, permitiendo el acceso a las cabe- 
de miosina e incrementando el número de actinas y permitiendo que 
proceda la contracción. 

Asociaciones contráctiles de actina y miosina en células 
no musculares 

tn las células no musculares también están presentes asociaciones contrát- 
ales de actina y miosina, similares a versiones a pequeña escala de las fibras 
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Figura 12.28 Asociación de la tropomiosina y troponinas a los filamentos 
de actina. (A) La tropomiosina se une longitudinalmente a lo largo de los filamentos 
de actina y, en el músculo estriad o, se asocia con un complejo de tres troponinas: 
troponina J (Tnl), troponina C {TnC) y troponina T (TnT). En ausencia de Ca 2 ~, 
el complejo de tropom i osin a- troponina bloquea la fijación de la miosina a la actina. 
La unión del Ca 2 ^ a la TnC altera la disposición del complejo, retirando la inhibición 
y permitiendo que la contracción tenga lugar. (B) Vista en sección transversal. 
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Un filamento fino 

Los filamentos finos del músculo 
esquelético consisten en filamentos 
de adina decorados con complejos 
de tropomiosína-tfoponina que cubren 
los sitios de unión a miosina. 
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Figura 12.29 Asociaciones 
contráctiles en células no 
musculares. Los filamentos bipolares 
de miosina II producen la contracción 
deslizando los filamentos de ac tina 
en direcciones opuestas. 
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Figura 12.30 Citocinesis. Tras 
completarse la mi tesis (división 
nuclear), un anillo contráctil formado 
por filamentos de actma y miosina II 
divide la célula en dos. 


musculares. Al igual que en el músculo, los filamentos de actma en estos en- 
samblajes contráctiles están intercalados con filamentos bipolares de miosi- 
na II, constituidos por 15 a 20 moléculas de miosina II, los cuales producer 
la contracción deslizando los filamentos de actína uno sobre otro {Fig, 12.29- 
Los filamentos de actina en los haces contráctiles de las células no muscula- 
res también están asociados a la tropomiosína, que facilita su interacción 
con la miosina II. 

Dos ejemplos de asociaciones contráctiles en células no musculares, las 
fibras de estrés y los cinturones de adhesión, fueron tratados anteriormente 
al hablar de la unión del citoesqueleto de actina a regiones de contacto sus- 
trato-célula y célula-célula (véanse Figs. 12.16 y 12.17). La contracciónde las 
fibras de estrés genera tensión a lo largo de la célula, permitiendo a la célu- 
la tirar del sustrato (p. ej,, la matriz extracelular) al que está anclada. La con- 
tracción de los cinturones de adhesión altera la forma de las capas de las ce- 
lulas epiteliales: un proceso que es particularmente importante durante el 
desarrollo embrionario, cuando las capas de células epiteliales se pliegan 
para generar estructuras como pueden ser los tubos. 

Sin embargo, el ejemplo más notorio de contracción mediada por actina- 
miosina en células no-musculares lo proporciona la citocinesis — la divi- 
sión de una célula en dos tras la mitosís (Fig. 12.30) — . Hacia el final de la 
mitosis en las células animales, un anillo contráctil formado por filamen- 
tos de actina y de miosina II se ensambla por acción de una miosina unías 
a la membrana justo debajo de la membrana plasmática. Al contraerse, tira 
progresivamente de la membrana plasmática hacia dentro, estrangulando 
la célula por el centro y dividiéndola en dos. El grosor del anillo contráct: 
permanece constante según se contrae, lo que implica que los filamentos 
de actina se desensamblan a medida que avanza la contracción. Tras la di- 
visión celular el anillo se disgrega por completo. Sorprendentemente, aun- 
que el mecanismo de división de las células vegetales es diferente (véase 
Cap. 14), la actina se ensambla en la posición de la división celular. La fun- 
ción de la actina parece ser muy antigua desde el punto de vista evolutiv o 
puesto que la proteína bacteriana MrB también interviene en la división ce- 
lular. 

La regulación de la contracción por actma-miosina en el músculo estria- 
do, vista anteriormente, tiene Jugar mediante la unión de Ca 2+ a la tropom- 
na. Sin embargo, en las células no musculares y en el músculo Liso la con- 
tracción se regula principalmente por la fosforilación de una de las cadena* 
ligeras de la miosina, la denominada cadena ligera reguladora (Fig. 12.31 
La fosforilación de la cadena ligera reguladora en estas células tiene al me- 
nos dos efectos: promueve el ensamblaje de la miosina en filamentos, y au- 
menta la actividad catalítica de la miosina, permitiendo que la contracción 
tenga lugar. La enzima que cataliza esta fosforilación, denominada quinas* 
de la cadena ligera de la miosina, está regulada por la asociación con L 
proteína de unión de Ca 2+ calmodulina. El aumento del Ca 2+ citosólico pro- 
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Figura 12.31 Regulación de la miosina por fosforilación. El Ca 24 se fija 
a la calmodulina, que a su vez se une a la quina sa de la cadena ligera 
de la miosina (MLCK). El complejo activo calmúdulma-MCLK entonces 
fosforita la cadena ligera reguladora de la miosina II, lo que hace que 
la miosina pase de un estado inactivo a otro activo. 


Complejo activo 
de calmodulina/MLCK 


Cadena ligera 
reguladora 


Miosina inactiva 


Miosina activa 


mueve la unión de la calmodulma a la qu inasa, lo que origina la fosforila- 
ción de la cadena ligera reguladora de la miosina. Por tanto, el incremento 
¿el Ca‘ + citosólico es el responsable, aunque indirectamente, de la activa- 
ron de la miosina en el músculo liso y en las células no musculares, así 
;omo en el músculo estriado, 

Míosinas no musculares 

Además de la miosina II (las miosínas de dos cabezas que se encuentran en 
las células musculares), en las células no musculares se encuentran otros ti- 
pos de miosínas. Estas miosinas no poseen colas capaces de formar lazos 
superenrollados, de modo que no forman filamentos y no están implicadas 
en la contracción. Sin embargo, pueden estar implicadas en otros tipos de 
movimientos celulares, tales como el transporte de vesículas de membrana 
v orgánulos a lo largo de los filamentos de actina, Ja fagocitosis y la exten- 
sión de los pseudópodos en las amebas (véase Fig. 12.20). 

Una familia de miosinas no musculares son miembros de la familia de 
miosina 1 (Fig, 12.32). Las proteínas de miosina l contienen un grupo globu- 
lar que forma la cabeza que actúa como un motor molecular, como la de la 
miosina II, pero las proteínas de miosina f son moléculas mucho más pe- 
queñas (aproximadamente unos 110 kDa en células de mamífero) que care- 
cen de la larga cola de la miosina IL En lugar de formar dimeros, sus colas 
se unen a otras estructuras, como las vesículas de membrana o los orgánu- 
.os. El movimiento de la miosina 1 a lo largo de un filamento de actina pue- 
de entonces transportar la carga que lleve unida. Una función de la miosi- 
na 1, vista anteriormente, es la formación de los brazos laterales que unen a 
los filamentos de actina con la membrana plasmática de las m ícrov ellos ida - 
des intestinales (véase Fig. 12.19), En estas estructuras, la actividad motora 
de la miosina 1 puede mover la membrana plasmática a lo largo de los haces 
de actina hacia la punta de la rrúcr o vellosidad. La miosina I podría interve- 
nir también en el transporte de las vesículas y de los orgánulos a lo largo de 
los filamentos de actina y en el movimiento de la membrana plasmática du- 
rante la fagocitosis y la extensión de pseudópodos. 

Además de las míosinas I y II, al menos otras 12 clases de miosinas no 
musculares (III hasta XIV) han sido identificadas. Algunas de estas miosi- 



membrana 


de miosina I 


Figura 12.32 Miosina I, La miosina I 
contiene un grupo de cabeza similar 
a la miosina II, pero presenta una cola 
comparativamente pequeña y no 
forma dímeros ni filamentos, Aunque 
no puede inducir la contracción, 
la miosina I puede trasladarse a lo 
largo de los filamentos de actina (hacia 
el extrema protuberante) portando 
diversas cargas (como vesículas 
de membrana) unidas a su cola. 
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Figura 12.33 Miosina V, La miosina V 
es una miosina con dos cabezas como 
la IL Transporta organelos y otra 
mercancía (p. ej., fj lamentos 
intermedios) hacia los extremos 
protuberantes de los filamentos de 
actina. El modelo que se muestra está 
basado en datos recientes obtenidos 
por cristalografía de ravos X. (R. D. 
Vale, 2003. Celi 112: 467,) 
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Figura 12.34 Arrastre celular El 

movimiento de arrastre de las células 
a través de una superficie puede 
considerarse como tres pasos de un 
movimiento coordinado: 1) extensión 
del borde delantero; 2) sujeción 
de la zona anterior al sustrato, 
y 3) retracción de la parte posterior 
de la célula hacia el cuerpo celular. 


ñas no musculares tienen una cabeza, como la miosina 1, mientras que otr¿_- 
como miosina V (Fig. 12.33) poseen dos cabezas, como la miosina II. Las 
funciones de la mayor parte de estas miosínas no musculares no se han de- 
terminado, pero se ha demostrado claramente que algunas desempeñan ur 
papel importante en el movimiento de los orgánulos (míosinas V y VI) y er 
fundones sensoriales tales como la visión (miosina III) y la audición (mini- 
nas VT y VIL). La miosina VI es aparentemente única entre las miosinas pen- 
que se mueve hacia los extremos puntiagudos de los filamentos de actina 
Finalmente, otras miosinas no transportan mercancías sino que participa.' 
en la reorganización de los filamentos de actina o anclan los filamentos ur 
actina a la membrana plasmática. 

Formación de extensiones y movimiento celular 

El movimiento de las células sobre una superficie representa una forma bá- 
sica de locomoción celular, empleada por varios tipos de células. Ejemplos, 
de esto son los movimientos de las amebas, la migración de las células em- 
brionarias durante el desarrollo, la invasión de tejidos por los glóbulo- 
blancos sanguíneos para combatir una infección, la migración de las célula- 
implicadas en la cicatrización de tas heridas y la propagación de las célu- 
las cancerosas durante la metástasis de los tumores malignos. Movimiento 
similares son también los responsables de la fagocitosis y de la extensión de 
las prolongaciones de las células nerviosas durante el desarrollo del sistema 
nervioso. Todos estos movimientos están basados en especializaciones loca- 
les V extensiones de la membrana plasmática dirigidas por las propiedades 
dinámicas del dtoesqueleto de actina. 

EL movimiento celular o ¡a extensión de procesos celulares largos, impli- 
ca un ciclo coordinado de movimientos, que pueden visualizarse en varios 
estadios (Fig, 12,34). En primer lugar, las células deben desarrollar una po- 
laridad inicial vía especialización de la membrana plasmática o la corteza 
celular. En segundo lugar, las extensiones como pseudópodos, lamelipodi, - 
o filopodios (véase Fig. 12.20) deben extender para establecer un frente de 
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e de la célula. Estas extensiones deben a continuación adherirse al 
to sobre el que se desplaza la célula. Finalmente, el frente de arrastre 
22 célula debe disociarse del sustrato y retraerse hacia el cuerpo celular, 
foa ariedad de experimentos indican que la extensión del frente de avan- 
a| frr.pl ica la ramificación y polimerización de los filamentos de actina, Por 
triplo, la inhibición de la polimerización de actina (p, ej., mediante el tra- 
acrjento con citocal asina) bloquea la formación de extensiones de la super- 
í r.c celular. Como se describe a continuación, el proceso que subyace la ex- 
tra ion de las prolongaciones celulares es la fuerza de la polimerización de 
t_jcrentos de actina contra la membrana celular en el frente de avance. 

En la mayoría de los casos, las células se desplazan en respuesta a señales 
ée otras células o del ambiente. Por ejemplo, en la cicatrización, las células 
m el extremo de un corte para moverse sobre la matriz extracelular o las cé- 
^ 2 ^ subyacentes para cubrir la herida. La extensión de los filopodios, que 
^ -menormente se incorporarán a los lamelopodios, interviene en los movi- 
mientos iniciales de la mayoría de las células. Las señales que estimulan el 
m v -miento celular activan receptores en una pequeña área de la membra- 
na celular, dando lugar al reclutamiento de proteínas de membrana y la for- 
ación de líp idos especializados en esa área. Estas proteínas y Lípidos a su 
*r .2 reclutan a las proteínas de unión a la actina, incluyendo al complejo 
Arp2/3, su activador el complejo WASP/Scar, y las proteínas de unión a los 
e rremos protuberantes que conectan los filamentos de actina en crecimien- 
x con la membrana plasmática (Fig. 1235). WASF/Scar activa al complejo 
\rp2/3, que a su vez inicia ramas de los filamentos de actina cerca de los 
» 'remos protuberantes, incrementando así el numero de extremos protu- 
berantes en crecimiento que son capaces de empujar la membrana celular. A 
: o neentraciunes locales elevadas de ATP-actina, el crecimiento de los extre- 
mos protuberantes de los filamentos de actina es favorable energéticamente 
y puede generar una fuerza considerable. Mientras que un solo fragmento 
no ejercería la suficiente fuerza como para extender la membrana celular, 
muchos filamentos pueden hacerlo con facilidad, 

A medida que los extremos protuberantes de los filamentos de actina en 
frente de avance se ramifican y crecen, los extremos puntiagudos de los 
filamentos son desensamblados activamente por acción de la ADF/cofilina. 
Los monómeros de ADP-actina se transportan hacia los extremos prohibe- 
-rnfes en crecimiento por acción de la twinfilina y se reactivan a través del 
ntercambio de ADP/ ATP mediado por la profilina. A medida que se ex- 
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■ Ciertas bacterias patogénicas 
desvían la dinámica normal del 
citoesqueieto de actina para 
desplazarse a través del citoplasma 
de ía célula hospedadora e infectar 
células vecinas. 


Figura 1 235 Ramificación de un 
filamento de actina en el frente 
de avance. El complejo Arp2/3, las 
proteínas WASF/Scar, y las proteínas 
de unión al extremo protuberantes son 
reclutadas a una pequeña área de la 
membrana plasmática en el frente de 
avance celular. WASF/Scar activa el 
complejo Arp2/3 para iniciar las ramas 
de los filamentos de actina cerca de los 
extremos protuberantes, que están 
conectados con la membrana 
plasmática mediante las proteínas de 
unión a extremos protuberantes. En los 
extremos puntiagudos de los 
filamentos, los monómeros de ADP- 
actina son eliminados por acción de la 
ADF/cofilina. Los monómeros de 
ADP-actina son transportados a los 
extremos protuberantes en crecimiento 
mediante la HVinfilina y reactivados 
medíante el intercambio ADP/ ATP 
por acción de la proñlina. 
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Sección III 


tienden tos nuevos micro filamentos en el proceso celular en crecimiento, los 
microtúbulos reorganizados y nuevos microfilamentos proporcionan vías 
para el envío de vesículas lipídicas y proteínas necesarias para una extensión 
continuada. En las neuronas, la miosina V es necesaria para proporcionar lo* 
nuevos componentes de membrana para la extensión de los filopodios. La 
regulación de estos procesos implica a las proteínas de bajo peso molecular 
de unión a GTP de la familia Rho, que se estudian en el Capítulo 15. 

La adhesión celular a la superficie requiere una reconstrucción del sus- 
trato celular o de adhesiones célula-célula. Para las células cor un movi- 
miento lento, como las células epiteliales o los fibroblastos, la adhesión im- 
plica la formación de adhesiones focales {véase Fig. 12.16). Entre las 
proteínas mercancía enviadas a la extensión celular en crecimiento por los 
filamentos de actina y los microtubulos, se encuentran las proteínas empa- 
quetadoras de actina {necesarias para la formación de paquetes de actina \ 
fibras de estrés inmediatamente detrás del frente de avance) además de las 
proteínas de adhesión focal, como la talina y la vinculina* Las proteínas 
de los filamentos intermedios también son transportadas hacia el frente de 
avance donde se utilizan para la reorganización de la red de filamentos in- 
termedios. 

La reconstrucción de las adhesiones focales tiene lugar en dos pasos: la 
aparición de pequeños complejos focales que contienen pocos filamentos de 
actina adheridos a integrinas, y el crecimiento de dichos complejos focales 
para dar contactos focales maduros (ilustrados en la Fig. 12,16). La vinculi- 
na y la talina son activadas mediante el contacto con los lípidos de la mem- 
brana celular. A su vez activan integrinas para que se unan a la matriz extra- 
celular, además de conectar las integrinas con los filamentos de actina. La 
aparición de contactos focales maduros también requiere el desarrollo de 
tensión entre la célula y el sustrato, que es generada mediante la acción 
de los motores de miosina sobre los paquetes de actina o las fibras de estrés. 
Las células que se mueven a mayor velocidad, como las amebas o los glóbu- 
los blancos, forman contactos difusos con el sustrato, cuya composición 
molecular es desconocida. 

El estadio final de Ja migración celular — retracción del extremo de arras- 
tre — implica la acción de las proteínas de bajo peso molecular de unión 
GTP de la familia ARF (véase Cap. 10) y familias Rho que regulan la degra- 
dación de las adhesiones focales existentes y estimulan la endocitosis de la 
membrana plasmática en el extremo de arrastre de Ja célula. El deslizamien- 
to de microfilamentos en los paquetes de actina y las fibras de estrés conec- 
tados con las nuevas adhesiones focales en el frente de avance, mediado por 
miosina 11, genera la fuerza necesaria para arrastrar el extremo de arrastre 
de la célula hacia delante. 

Filamentos intermedios 

Los filamentos intermedios poseen diámetros de entre 8 nm v 11 nm, que 
es intermedio entre Jos diámetros de los otros dos elementos principales de: 
cito esqueleto, los filamentos de actina (de unos 7 nm) y tos microtubulos 
(de unos 25 nm), A diferencia de los filamentos de actina y de los microtu- 
bulos, los filamentos intermedios no están directamente implicados en los 
movimientos celulares. En lugar de ello, ambos parecen desempeñar una 
función estructural al conferir resistencia mecánica a las células y los tejidos 
y crear un armazón en el que pueden tener lugar diversos procesos celula- 
res. Se conocen, al menos, tres clases diferentes de bacterias que contienen 
proteínas que podrían representar los antepasados evolutivos de los fila- 
mentos intermedios en cari ó ticos y que se ensamblan para formar filamen- 
tos en la cara interna de la membrana bacteriana. 
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12,2 Proteínas de (os filamentos intermedios 


>Q 

Proteina 

Tamaño (kDa) 

Lugar de expresión 

1 

Queratinas áridas 
(It proteínas) 

40-60 

Células epiteliales 

8 

Queratinas neutras o básicas 
(8 proteínas) 

50-70 

Células epiteliales 

ffl 

Vimentina 

54 

Fibroblastos, glóbulos blancos 
sanguíneos y otros tipos de células 


Desmina 

53 

Células musculares 


Proteina árida fibrilar giíal 

51 

Células giiales 

IV 

Periferina 

Proteínas de neurofi lamentos 

57 

Neuronas periféricas 


NF-L 

67 

Meuronas 


NF-M 

150 

Neuronas 


NF-H 

200 

Neuronas 


a-lntemexina 

66 

Neuronas 

| V 

Láminas nucleares 

60-75 

Lámina nuclear de todo hpo 
de células 

VI 

N’estína 

200 

Células madre del sistema 
nervioso central 


enrías a veces se clasifican come tipu ÍV en Jugar de como filamentos intermedios de tipo VI, 


Proteínas de los filamentos intermedios 

Mientras que los filamentos de actina y los microtúbulos son polímeros 
oc nstituidos por un solo tipo de proteínas (actina y tubulina, respectiva- 
s ite), los filamentos intermedios están compuestos por diversas proteí- 
- : - que se expresan en distintos tipos de células. Más de 65 proteínas dífe- 
itntes de filamentos intermedios han sido identificadas y clasificadas en 
seis grupos en función de las similitudes entre sus secuencias de amínoácí- 
: s Tabla 12.2), Los tipos 1 y 11 son dos grupos de queratinas, constituidos 
cada uno por aproximadamente 15 proteínas diferentes, que se expresan en 
células epiteliales. Cada tipo de célula epitelial sintetiza al menos una 
f ratina de tipo 1 (árida) y una de tipo II (neutra /básica), que copolimerí- 
ran para formar filamentos. Algunas quera tinas de tipos f y II (denomina- 
das queratinas duras) son constituyentes de estructuras tales como pelo, 
uñas y cuernos. Las otras queratinas de tipos 1 y 11 (queratinas blandas) son 
^undantes en el citoplasma de las células epiteliales, expresándose quera- 
r_nas diferentes en los distintos tipos celulares diferenciados. 

Las proteínas tipo III de filamentos intermedios incluyen a la vi mentiría, 
que se encuentra en diferentes tipos de células, incluyendo fibroblastos, cé- 
ulas de músculo liso y glóbulos blancos sanguíneos, A diferencia de los fí- 
: amentos de actina, la vícentina forma una red que se extiende desde el nú- 
íleo hacia la periferia celular. Otra proteína tipo ITÍ, la desmina, se expresa 
ie manera específica en las células musculares, donde conecta los discos Z 
ie los elementos contráctiles individuales. Una tercera protema tipo 10 de 
filamentos intermedios se expresa de forma específica en las células giiales, 
una cuarta en neuronas del sistema nervioso periférico. 

Las proteínas tipo IV de filamentos intermedios Incluyen a las tres pro- 
pinas de n euro filamentos (NF) (designadas NF-L, MF-M, y MF-H de fight 
—ligera — , médium — media — , he avy — pesada—, respectivamente). Estas 
proteínas forman los filamentos intermedios principales de muchos tipos 
de neuronas maduras. Abundan principalmente en los axones de las neuro- 
nas motoras y se piensa que desempeñan un papel crítico en el sostén de 
estas prolongaciones largas y delgadas, que pueden extenderse más de un 
metro de longitud. Otra proteína tipo IV (a-íntemexína) se expresa en una 
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Figura 12.36 Estructura de las 
proteínas de filamentos intermedios. 

Las proteínas de filamentos 
intermedios contienen un dominio 
en a-hélice como eje central de, 
aproximadamente, 310 aminoácidos 
(350 aminoácidos en las láminas 
nucleares). El dominio de cabeza 
N-íerminal y el dominio de cola 
C-tcrminal varían en tamaño y forma. 
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etapa anterior del desarrollo neuronal, previa a la expresión de las proteínas 
de neurofilamentos. Las proteínas tipo V de filamentos intermedios son las 
láminas nucleares, que se encuentran en la mayoría de las células encanó- 
las, En vez de ser parte del ritoesqueleto, las láminas nucleares son compo- 
nentes del núcleo, donde se ensamblan para formar una red ortogonal so- 
bre la que se asienta la envuelta nuclear y que se extiende difusamente 
hacia el interior nuclear (véase Fig, 9.5). Las nestinas (filamentos interme- 
dios de tipo VI) se expresan durante el desarrollo embrionario en diversos 
tipos de células madre. Difieren de otros filamentos intermedios en que sólo 
polimcrizan si están presentes en la célula otros filamentos intermedios; las 
nestinas en ocasiones se clasifican como pertenecientes al tipo IV en lugar 
del tipo VI de los filamentos intermedios. 

A pesar de la considerable diversidad en el tamaño y en la secuencia de 
aminoácidos, las diferentes proteínas de filamentos intermedios muestran 
una organización estructural común (Fig, 1236), Todas las proteínas de fila- 
mentos intermedios tienen un dominio en a- hélice como eje central de apro- 
ximadamente 310 aminoácidos (350 aminoácidos en las láminas nucleares). 
Este dominio de eje central está flanqueado por dominios amino- y carboxi- 
lo- terminales, que varían entre las diferentes proteínas de filamentos inter- 
medios en tamaño, secuencia y estructura secundaria. Como se tratará a 
continuación, el dominio central en a-hélice juega un papel fundamental en 
ei ensamblaje de los filamentos, mientras que los dominios variables de la 
cabeza y Ja cola presumiblemente determinan las funciones especificas de 
las diferentes proteínas de los filamentos intermedios. 

Ensamblaje de los filamentos intermedios 

El primer paso en el ensamblaje de los filamentos es la formación de di me- 
ros en los cuales los dominios de eje central de dos cadenas poli peptí dicas 
están enrollados uno alrededor dei otro en una estructura de espiral enrolla- 
da (coiled-coil), similar a la formada por las cadenas pesadas de la miostna L 
(Fig. 12.37), Los dímeros entonces se asocian de un modo escalonado antipa- 
ralelo para formar tetrámeros, que se ensamblan extremo con extremo pax¿ 
formar protof Lamentos. Un paso común es la interacción de aproximada- 
mente ocho pro tofi lamentos enrollados entre sí en una estructura similar a 
una cuerda. Debido a que el ensamblaje se produce a partir de tetrámeros 
antiparalelos, ambos extremos de los filamentos intermedios son equivalen- 
tes. Por tanto, y a diferencia de los filamentos de actina y de los microtúbulos 
los filamentos intermedios son apolares; no tienen extremos diferenciado- 
corno los extremos protuberantes y puntiagudos de los filamentos de actina 

El ensamblaje de filamentos requiere interacciones entre los tipos especí- 
ficos de proteínas de filamentos intermedios. Por ejemplo, los filamentos dt 
quera tina siempre se ensamblan a partir de heterodímeros que contienen 
un polipéptido de tipo I y uno de tipo 11. Por el contrarío, las proteínas de 
tipo 111 pueden ensamblarse en filamentos constituidos por un único poli- 
péptido (p. ej., vimentina) o constituidos por dos proteínas de tipo III dife- 
rentes (p. ej., vimentina más desmina). Sin embargo, las proteínas de tipo Ui 
no forman copolímenos con las quera tinas. Entre las proteínas de tipo IV, la 
a-internexína puede ensamblarse en filamentos consigo misma, mientras 
que las tres proteínas de n e lito filamento s copolímerízan para formar hete- 
ropo lime ros. 
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Figura 12.37 Ensamblaje de los 
filamentos intermedios. Los 

dominios del eje central de dos 
poiipépbdos se enrollan uno con otro 
en una estructura de espiral enrollada 
(coiied coil) para formar díñetelos* Los 
dímeros entonces se asocian de un 
modo escalonado antiparalelo para 
formar tetrámeros* Los tetrámeros se 
asocian extremo con extremo para 
formar prntofi lamentos y lateralmente 
para formar filamentos. Cada 
filamento contiene aproximadamente 
ocho protofí lamentos enrollados uno 
alrededor de! otro en una estructura a 
modo de cuerda. 


i 


~ -¿.-Tiento 



Los filamentos intermedios suelen ser más estables que los filamentos de 
Ktma o los míerotúbülos v no exhiben el comportamiento dinámico asocia- 
-ir a estos otros elementos del citoesqueleto (p. ej,, el intercambio rotatorio 
i» los filamentos de actina que se muestra en la Fig. 12.4). Sin embargo, las 
proteínas de filamento intermedio suelen ser modificadas por fosforilación, 
que puede regular su ensamblaje y desensamblaje en la célula. El ejemplo 
más claro es la fosforilación de las láminas nucleares (véase Cap. 16), que da 
como resultado en el desensamblaje de la lámina nuclear y la disgregación 
v la envuelta nuclear durante la mitosis. Los filamentos intermedios dto- 
7 'asmáticos, como la vimentína, también son fosforilados, lo que puede lie- 
ar a su desensamblaje y reorganización durante los procesos de división o 
migración celular. 

Organización intracelular de los filamentos intermedios 

Los filamentos intermedios forman una elaborada red en el citoplasma de la 
mayoría de las células, extendiéndose a partir de un anillo que rodea al nú- 
cleo hasta la membrana plasmática (Flg. 1238). Tanto los filamentos de que- 
ratma como los de vimentina se fijan a la envuelta nuclear, aparentemente 
con la función de posicionar y andar el núcleo dentro de la célula. Además, 
los filamentos intermedios pueden asociarse no sólo con la membrana plas- 
mática síno también con los otros elementos del citoesqueleto, filamentos 
je actina y microtúbulos. Por tanto, los filamentos intermedios proporcio- 
nan un andamiaje que integra a los componentes del citoesqueleto y organi- 
za la estructura interna de la célula. 

Los filamentos de queratína de las células epiteliales están fuertemente 
anclados a la membrana plasmática en dos áreas especializadas de contacto 
celular, los desmosomas y hemidesm osomas (Fíg. 12.39). Los desmosomas 
-on uniones entre células adyacentes, en las que los contactos célula-célula 
están mediados por proteínas transmembrana relacionadas con las cadheri- 
nas. En su lado citoplasmático, los desmosomas se asocian con una placa 
densa característica de proteínas in trace hilares, a la que se anclan los fila- 
mentos de quera tina. Estos anclajes están mediados por la desmoplaquina, 
un miembro de una familia de proteínas denominadas plaquinas que unen 
filamentos intermedios y los vinculan a otras estructuras celulares. Los he- 



Fígura 1238 Organización 
intracelular de los filamentos 

de que ratina. Micrografía de células 
epiteliales teñidas con anticuerpos 
fluorescentes contra la queratina (verde). 
El núcleo se ha teñido de azul. Los 
filamentos de queratína se extienden a 
partir de un anillo que rodea al núcleo 
hasta la membrana plasmática. (Nancy 
Kedersha / Immunogen /Photo 
Research er s, Inc.) 
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{C) Hemidesmosoma 


Matriz extracelular 


Figura 12.39 Fijación de los filamentos 
intermedios a los desmosomas y 
hemidesmosomas, (A) Micrografía 
electrónica mostrando filamentos 
de quera tina (flechas} unidos a placas 
densas de proteínas tn trace] ul ares a ambos 
lados de un desmosoma, (B) Esquema 
de un desmosoma. Las cadherinas 
desmosómicas (desmogleína 
y desmoco lina) unen células adyacentes 
a los filamentos intermedios mediante 
la placogloblna, placoñlina y 
desmoplaquina. (C) Esquema de un 
hemidesmosoma. La integrina a D ^ 
únela matriz exfracelular a los filamentos 
intermedios mediante la plectina, 6 P 18 Q 
y BP230 regulan el ensamblaje v la 
estabilidad de los hem i desmosomas, 

(A, Don Fawcett/ Photo Research ers, ínc.) 
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midesmosomas son uniones morfológicamente similares entre las células 
epiteliales y el tejido conectivo subyacente, en las que los filamentos de que- 
»tma se unen a las integrinas a través de otros miembros de la familia de 

o] aquinas (p. ej., plectína). Por tanto, los desmosomas y hemidesmosos- 
unen los filamentos intermedios a regiones de contacto célula-célula o 
célula-sustrato, respectivamente, de forma similar a como se une el citoes- 
queleto de actina a la membrana plasmática en las uniones adherentes y en 
tas adhesiones focales. Es importante destacar que los filamentos de quera- 
te a anclados a ambos lados de los desmosomas sirven como un nexo mecá- 
■ko entre las células adyacentes de una capa epitelial, lo que proporciona 
estabilidad mecánica a todo el tejido. 

Además de unir los filamentos intermedios a las uniones celulares, algu- 
nas plaq ulnas unen los filamentos intermedios a otros elementos del citoes- 
^rleto. La plectína, por ejemplo, se une a filamentos de actina y a microtú- 
r ..los además de a filamentos intermedios, por lo que puede proporcionar 
puentes entre estos componentes dei citoesqueleto (Fíg. 12-40). Se piensa 
que estos puentes con los filamentos intermedios refuerzan y estabilizan ios 
filamentos de actina y los micro túbulos, lo que incrementa la estabilidad 
mecánica de la célula. 

Dos tipos de filamentos intermedios, la desmLna y los neurof llámenlos, 
desempeñan un papel especializado en el músculo y en las células nervio- 
¿as, respectivamente- La desmina conecta los ensamblajes individuales de 
scíina-rniosina de las células musculares entre sí y a la membrana plasmáti- 
_.v vinculando de esta manera la acción de los elementos contráctiles indivi- 
duales, Los neurufiiamentos son los filamentos intermedios principales en 
la mayoría de las neuronas maduras. Son particularmente abundantes en 
los largos axones de las motoneu roñas, donde parece que se anclan a los fi- 
unentos de actina y a los microtubulos a través de miembros neurona les 
de la familia de las plaquinas. Se piensa que los neurofí lamentos desempe- 
ñan un papel importante en proporcionar soporte mecánico y en estabilizar 
tros elementos del citoesqueleto en estas extensiones largas y delgadas de 
ias células nerviosas. 

Funciones de las queratinas y neurofilamentos: enfermedades 
de la piel y sistema nervioso 

Aunque durante mucho tiempo se ha considerado que los filamentos inter- 
medios proporcionan un soporte estructural a la célula, sólo recientemente 
se ha obtenido una evidencia directa de su función. Algunas células en cul- 
dvu no fabrican proteínas de filamentos intermedios, lo que indica que es- 
tas proteínas no se requieren para el crecimiento de las células in vitro. De 
rorma similar, al inyectar anticuerpo contra vímentina en células cultivadas 
-e disgregan las redes de filamentos intermedios sin afectar al crecimiento 
celular o al movimiento. Por tanto, se cree que la fundón principal de ¡os fi- 
amentos intermedios consiste en conferir resistencia al citoesqueleto de las 
células en los tejidos de los organismos multicelulares, donde éstos están 
sujetos a una gran variedad de tensiones mecánicas que no afectan a las cé- 
lulas en el ambiente aislado de una placa de cultivo. 

La evidencia experimental de tal papel ht vivo de los filamentos interme- 
dios se obtuvo por primera vez en 1991 mediante estudios en el laboratorio 
de Elaine Fuchs. Estos investigadores utilizaron ratones transgénicos para 
investigar los efectos in vivo de la expresión de un mulante de deleción de 
quera tina, que codificaba un polipéptido incompleto que imposibilitaba 
que se formaran filamentos normales de que ratina (FÍg> 12.41). Este gen 
motado de quera tina se introdujo en los ratones transgénicos, donde fue ex- 
presado en las células básales de la epidermis e impedía la formación de un 
citoesqueleto de queratina normal. Éste hecho desembocó en el desarrollo 



F igu ra 1 3 .40 Mitr ogra f ¡a el e ctró n i ca 
de puentes de plectína entre 
filamentos intermedios 
y microtubulos. Micrografía de un 
fibroblasto teñido con un anticuerpo 
contra la plectína. La mkrografía ha 
sido coloreada artificialmente para 
mostrar la plectína (verde), los 
anticuerpos contra la plectína 
(amarillo), los filamentos intermedios 
(azul) y los microtubulos (rojo). 
(Cortesía de Tatyana Svitkina y Garv 
Borisy, University of 
Wi scon s in / M a d ison, ) 


■ Las propiedades físicas de los 
filamentos intermedios están bien 
adaptadas a su papel de 
proporcionar soporte estructural. 
Normalmente no son muy rígidos 
pero se endurecen y resisten la 
rotura cuando se someten a un 
estrés elevado. 
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EXPERIMENTO CLAVE 


La expresión de una queratina mutante causa 
un desarrollo anómalo de la piel 


La expresión de una queratina mutante en ratones transgéní eos 
causa serías anomalías semeja tes a una enfermedad genética 
humana de la piel 

Robert Vassar, Fierre A, Coulombe, Linda Degenstein, Kathryn 
Albers y Elaíne Fuchs 
of Chicago 

Ceü, 1991, Volumen 64, págs, 365-380 


Contexto 

En 1991, los filamentos intermedios 
de las células epiteliales eran bien 
conocidos y se estaba estudiando la 
aparición, a lo largo de! desarrollo, de 
diferentes formas de quera tinas de 
tipo I y tipo 11 en la piel. Lo que 
permanecía desconocido para 
cualquier filamento intermedio era su 
función. Mientras que todas las 
células de los vertebrados contienen 
filamentos intermedios, las líneas 
celulares que carecen de ellos 
sobreviven en cultivo y siguen 
proiiferando. Así, cualquiera que fuese 
su función, no eran importantes para 
las células en cultivo, aunque quizás 
sí para las células en el interior de los 
tejidos de organismos multicelulares, 
Fuchs y sus colaboradores sabían 
que durante el desarrollo temprano, el 
epitelio de la piel expresaba queratina 
5 (de tipo I) y queratina 14 (de tipo 11). 
Puesto que las queratinas polimerizan 
como heterodímeros, se creía que la 
expresión de una proteíná anómala 
podía interferir con Ja formación de 
i los filamentos intermedios normales, 
Fuchs y sus colaboradores inicialmente 
estudiaron esta posibilidad en células 
de la piel en cultivo, y demostraron 
que la expresión de una queratina 14 
truncada, ínter feria con la formación 
de los filamentos de queratina. Esto 
sugería que la expresión similar de 
una queratina mu tante en ratones 
transgénicos, podría causar un 
defecto en la red de filamentos 
intermedios de las células de la piel 
de un embrión. Sí esto ocurría, 
proporcionaría una prueba del papel 
de los filamentos intermedios en el 
tejido intacto* 

En los experimentos aquí 
descritos, Fuchs y sus colaboradores 


demostraron que la expresión de una 
queratina mutante en ratones 
transgénicos, no sólo alteraba la red 
de los filamentos intermedios en las 
células de la piel, sino que también 
desencadenaba defectos severos en la 
organización y estabilidad del tejido 
de la pie!. Así, estos experimentos 
proporcionaron la primera 
demostración de un papel fisiológico 
para los filamentos intermedios. 

Experimentos 

Para sus primeros experimentos en 
células en cultivo, Fuchs y 




colaboradores construyeron un gen 
de queratina 14 mulante, en el que se 
expresaba una proteína truncada que 
carecía del 30% de la región central 
del dominio a-hélice y de toda la cola 
carboxilo terminal, a partir del 
promotor normal de la queratina. 

Para investigar el papel de la 
queratina 14 en el desarrollo 
temprano del ratón, introdujeron el 
plásmido que codificaba esta 
queratina 14 mutante en óvulos 
fertilizados de ratón, que se 
transfirieron a madres adoptivas y se 
permitió el desarrollo de la 
descendencia. Toda la descendencia 
fue analizada para la queratina 14, y 
algunos eran transgénicos y 
expresaban la queratina 14 mutante. 

La mayoría de los animales 
transgénicos murieron en las 24 horas 
siguientes al nacimiento. Aquellos 
que sobrevivieron más tiempo 
mostraron anomalías severas de la 
piel, incluyendo ampollas debido a Ls 
Tisis de células epidérmicas después 
de traumas mecánicos leves, como el 
rozamiento de la piel. El análisis 
mediante tinción de secciones de 
tejido de la piel de los animales 

Piel de un ratón normal y una transóme c 
(Arriba) Piel de un ratón normal que 
muestra las capas extemas altamente 
organizadas (corchetes) sin espacios 
intermedios entre el tejido intacto 
subyacente, ( Abajo) Piel de un ratón 
transgémeo que muestra una severa 
desorganización de Jas capas externas, que 
contienen espacios debido a Ja abrasión per 
traumatismos mecánicos y se encuentran 
separadas dd tejido subyacente (flechan 
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tráncemeos, demostró ía severa 
--organización de la epidermis de 
los animales más afectados (véase 
» ñgura ) y zonas de tejido 
desorganizado en el resto. La 
* expresión por zonas, es característica 
de un animal mosaico donde parte 
I iel tejido se desarrolla a partir de 
. :eiulas embrionarias normales y otra 
¿ partir de células que portan el 
rramgén* Analizando la expresión de 
ú pro teína motante, encontraron que 
las áreas de tejido desorganizado se 
correlacionaban con la expresión de la 
queratina 14 muíante. 
Adicionalmente, existía una clara 
correlación entre la cantidad de 
epidermis desorganizada y la 
susceptibilidad de sufrir lesiones de 
La piel y la muerte durante el trauma 
del nacimiento. 

Fuchs y sus colaboradores 
observaron además que el patrón de 
desorganización tisú lar en los ratones 


transgénicos se parecía al observado 
en un grupo de enfermedades cutá- 
neas humanas denominadas 
epídennólisis bubosa simple* > Así, 
compararon secciones de tejido de 
ratones transgénicos, con secciones 
obtenidas de ía piel de un paciente 
humano, y encontraron patrones muy 
similares de alteración tisular. A partir 
de es tas observaciones, Fuchs y sus 
colaboradores concluyeron que los 
defectos en las quera tinas o proteínas 
de los filamentos intermedios podían 
ser una causa de enfermedades 
genéticas humanas de la piel. 

Impacto 

Las anomalías de la piel de estos 
ratones transgénicos proporcionaron 
la primera prueba directa del 
presunto papel de las quera tinas, 
como fuentes de fuerza mecánica 
para las células epiteliales en los 
tejidos* Actualmente, se sabe que el 


citoesqueleto de los filamentos 
intermedios es crítico para la 
estructura de los tejidos como la piel, 
intestino, corazón y el músculo 
esquelético, que están sujetos a estrés 
mecánico. Por el contrario, los 
eucariotas unicelulares como las 
levaduras y muchos pequeños 
invertebrados, sobreviven 
perfectamente en ausencia de 
filamentos intermedios, a menudo 
modificando el citoesqueleto de 
actina o de tubulina para que cumpla 
un papel estructural. Los resultados 
de Fuchs y sus colaboradores también 
sugirieron una base para varias 
enfermedades humanas. De hecho, 
existen ahora más de diecisiete 
quera tinas diferentes cuya 
defectuosidad se asocia con 
enfermedades humanas; estas 
incluyen tanto a la queratina 5 como a 
la queratina 14, inicialmente 
estudiadas en ratones transgénicos* 


-i, alteraciones graves en la piel, incluyendo ampollas debido a lisia celular 
epidérmica tras un trauma mecánico suave, tal como frotarse la pieL De esta 
forma las alteraciones de la piel de estos ratones transgénicos supusieron 
jt; apoyo directo al supuesto papel de las quera tinas en proporcionar resis- 
tencia mecánica a las cél ulas epiteliales de los tejidos. Posteriormente, se ob- 
nvo el mismo resultado en ratones en los que el gen para la misma querati- 
na estaba inactiva do por recombinación homologa. 

Estos experimentos también apuntaron a la base molecular de una enfer- 
medad genética humana, la epídermólisis hullosa simple (EBS). Al igual 
que los ratones transgénicos que expresan los genes de queratina mu tan te, 



Ratón transgénico 
expresando 


Ovulo 


la queratina muíante 


Transferencia 


del embrión 


a una madre 


Figura 12.41 Demostración 
experimental de (a fundón de la 
queratina. Un plásmido que codifica 
una queratina mulante que interfiere 
en el ensamblaje normal de los 
filamentos de queratina se 
microinyectó dentro de un pronú cleo 
de un huevo fecundado. El embrión 
microínyectado fue entonces 
transferido a una madre de alquiler, y 
algunos miembros de la descendencia 
incorporaron el gen de la queratina 
muíante en su genoma. La expresión 
del gen mutado en estos ratones 
transgénicos alteró el citoesqueleto de 
queratina de las células de la 
epidermis, dando lugar a la aparición 
de graves ampollas en la piel debido a 
lisís celular tras una tensión mecánica 
suave (p. ej., roce). 


Progenie 
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los pacientes con esta enfermedad desarrollan ampollas en la piel comí 
consecuencia de una lisis celular después de un trauma leve. Esta similitud 
condujo a realizar estudios de Los genes de la queratina en los pacientes 
EBS, que demostraron que la EBS está causada por mutaciones en el gen de 
la queratina que interfieren en el ensamblaje normal de los filamentos de 
queratina* De esta forma, tanto los estudios experimentales en ratones 
transgénicos como el análisis molecular de una enfermedad genética huma- 
na han demostrado el papel de las queratinas en permitir soportar tensio- 
nes mecánicas a las células de la piel. Estudios posteriores han mostrad 
que las mutaciones en otras queratinas son responsables de otras enferme- 
dades congénitas de la piel, que se caracterizan de forma similar por una 
fragilidad anormal en las células epidérmicas. 

Otros estudios en ratones transgénicos han implicado a neu rútilamente* 
alterados en enfermedades de las neuronas motoras, particularmente en h 
esclerosis lateral amíotrófica (EL A). La EL A, conocida como enfermedad de 
Lou Geh ríg y como la enfermedad que afecta al renombrado físico Stephen 
Hawkíng, resulta de una pérdida progresiva de las neuronas motoras, que : 
su vez conduce a una atrofia muscular, parálisis y posterior muerte. La EL 
y otros tipos de enfermedades de las moioneuronas se caracterizan por la 
acumulación y ensamblaje anormal de los neurofi lamentos, lo que sugien 
que las alteraciones en los neuro filamentos podrían contribuir a estas patolo- 
gías, De acuerd o con esta posibilidad, se ha hallado que la sobreexpresión c 
NF-L o de NF-H en ratones transgénicos da lugar al desarrollo de un estad 
similar a la EL A. Aunque aún no se comprenden los mecanismos implica 
dos, estos experimentos sugieren claramente que los neurofi Lamentos inter- 
vienen en la patogénesis de las enfermedades de las neuronas motoras* 


Microtúbulos 

Los microtúbulos, el tercer componente principal del citoesqueleto, son va- 
rillas rígidas y huecas de aproximadamente 25 nm de diámetro, Al igu d 
que los filamentos de aetina, los microtúbulos son estructuras dinánuc - 
que están continuamente ensamblándose y desensamblándose en la célula 
Intervienen en la determinación de la forma celular v en diversos m. ci- 
mientos celulares, incluyendo algunas formas de locomoción celular a 
transporte intracelular de orgánulos, y la separación de los cromosomas do- 
rante la mitos is. 




nm 


p-tubulma a-tubulirva 


Estructura y organización dinámica de los microtúbulos 

A diferencia de los filamentos intermedios, que se componen de diversas 
proteínas fibrosas, los microtúbulos se componen de un único tipo de pm 
teína globular, denominada tubulina. La tubulina es un dímero constituí 
por dos polipéptidos de 55 kDa estrechamente relacionados, a-tubulir:; i 
p-tubulina, Al igual que en la aetina, tanto la a- tu bu lina como la p-tubul i 
se codifican por pequeñas familias de genes relacionados. Además, un » 
cer tipo de tubulina (y- tubulina) se localiza específicamente en el centre*. * 
ma, donde desempeña un papel clave en el inicio del ensamblaje de los 
crotúbulos (como se verá después)* El progenitor evolutivo de todas isa 
tubulinas parece ser una proteína similar a la proteína procariota, FtsZ _ui 
forma filamentos helicoidales en la cara interna de la membrana bacteria ta 
y facilita la distribución de los cromosomas a las células hija durante la : n 
sión celular. 

Figura 11*42 Estructura de los microtúbulos. Los dímeros de a- y de p-tubvir» 

p ol i m erizan para formar microtúbulos, que están constituidos por 13 protofilamenad 
ensamblados alrededor de un corazón hueco. 
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Figura 12.43 Treadmiiling y el papel 
del GTP en la polimerización de 
microtúbulos. Los ex tre mos « metióse 
crecen a menor velocidad que los 
extremos «más» de los microtúbulos. 
Esta di tere ocia en la tasa de crecimiento 
se refleja en una diferencia de la 
concentración crítica para la adición de 
dímeros de tubulina a los extremos del 
míe rotó bu lo. Los dímeros de tubulina 
con GTP unidos a (3-tu bulina se 
asocian con ios exiremos « más» de 
crecimiento rápido en una estructura 
plana, que después se cierra en un 
microtúbulo maduro justo detrás de la 
región de crecimiento. Poco después 
de la polimerización, el GTP unido 
a la [5- tubulina es hidrolizado en GDP, 
puesto que fe tubulina unida a GDP 
es menos estable en el microtúbulo, 
los dímeros del extremo «menos» 
empiezan a liberarse. El tr&utmilUng 
tiene lugar a concentraciones de 
dímeros de tubulina intermedias entre 
fes concentraciones críticas para los 
extremos «más» y «menos». Bajo estas 
condiciones, existe una disociación 
neta de dímeros (unidos a GDP) 
del extremo «menos», equilibrado por 
la adición de dímeros (unidos a GTP) 
en el extremo «más». 


Al igual que la actina, la polimerización de tubulina puede estudiarse ni 
■ ::w. Los dímeros de tubulina poJimerizan para formar microtúbulos, que 
generalmente consisten en 13 pro tofil amen tos lineares ensamblados al rede- 
: r de un centro hueco (Fig. 12.42). Los protofi lamentos, que están consti- 
tuidos por un conjunto de dímeros de tubulina dispuestos cabeza con cola, 
- disponen en paralelo. Como consecuencia, los microtúbulos (al igual que 
_ j> filamentos de actina) son estructuras polares con dos extremos d Seren- 
ados: un extremo «más» de crecimiento rápido y un extremo «menos» de 
::e cimiento lento. Esta polaridad es un dato importante para determinar la 
dirección del movimiento a lo largo de los microtúbulos, al igual que La po- 
laridad de los filamentos de actina define la dirección del movimiento de la 
nüosina. 

Los dímeros de tubulina pueden despolimerizar al igual que polimerizar, 
v ios microtúbulos pueden sufrir ciclos de ensamblaje y desensamblaje rápi- 
dos. Tanto la a-tubulina como la jd-tubulma se unen a GTP, que actúa de for- 
ma análoga al ATP fijado a la actina para regular la polimerización. Concre- 
ramente, el GTP unido a la p-tubulina (no asi el GTP fijado a a-tubulina) se 
Adro liza a GDP durante o justo después de la polimerización. Esta hidróli- 
sis de GTP disminuye la afinidad de la tubulina por las moléculas adyacen- 
tes, lo que favorece la despolimerización y tiene como resultado el compor- 
tamiento dinámico de los microtúbulos. Al igual que los filamentos de 
“.tina, los microtúbulos sufren intercambio rotatorio (Fig. 12.43), un com- 
portamiento dinámico en el que las moléculas de tubulina unidas a GTP se 
liberan continuamente del extremo «menos» y son reemplazadas por la adi- 
:ión de moléculas de tubulina unida a GTP al extremo «más» del mismo mi- 
cro tú bulo, En los microtúbulos, la hidrólisis de GTP también conduce a un 


comportamiento que se conoce como inestabilidad dinámica, en el que los 
microtúbulos individuales alternan entre ciclos de crecimiento y de acorta- 
miento (Fig. 12.44). El que un micro tú bulo crezca o se acorte viene determi- 
nado por la velocidad de adición de la tubulina respecto a la velocidad de 
hidrólisis del GTP. Mientras las nuevas moléculas de tubulina unidas a GTP 
>e añadan a mayor velocidad que la de hidrólisis del GTP, el microtúbulo 
mantiene una caperuza de GTP en su extremo «más» y el crecimiento de! 
microtúbulo continúa. Sin embargo, si la velocidad de polimerización decre- 
ce, el GTP fijado a la tubulina en el extremo «más» det microtúbulo será hi- 
drolizado a GDP. Si esto ocurre, la tubulina unida a GDP se disociará, dando 


lugar a una rápida despolimerización y acortamiento del microtúbulo. 
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Alta concentración de tubuiina unida a GTP 




Baja concentración de tubuiina unida a GTP 


Hidrólisis 



Animación web 

Ensamblaje de microtúbulos 

Los dimeros de tubuiina pueden 
poli me rizarse ai igual que 
despolimerizarse para formar 
o deshacer nnicrotúbulos. 



Figura 12.44 Inestabilidad dinámica de tos microtúbulos. La inestabilidad 
dinámica se debe a la hidrólisis del GTP unido a p-tubulina durante o justo 
después de la polimerización, que reduce la afinidad por las moléculas adyacente? 
E[ crecimiento de los microtúbulos continúa mientras exista una concentración 
elevada de tubuiina unida a GTP En este caso las moléculas nuevas de tubuiina 
unidas a GTP se añaden más rápido de lo que el GTP es hidrol izado, por lo que se 
mantiene una caperuza de GTP en el extremo en crecimiento. Sin embargo, si el 
GTP se hidroliza más rápidamente de lo que se añaden las nuevas subunidades, la 
presencia de tubuiina unida a GDP en el extremo del microtúbulo lleva al 
desensamblaje v ai acortamiento. 


■ £1 taxol fue originalmente 
aislado de la corteza de sauces del 
Pacífico. El sauce de! Pacífico es 
uno de los árboles de crecimiento 
más lento y se necesitaron varios 
árboles para extraer suficiente 
taxol para tratar a un soto paciente, 
limitando la disponibilidad del 
fármaco. Afortunadamente, el taxol 
y sus derivados se producen ahora 
de forma económica vía un proceso 
sem i sintético en el que un 
compuesto similar al taxol es 
extraído de árboles relacionados y 
modificado químicamente. 


La inestabilidad dinámica, descrita por Tim Mitchison y Marc Kirschner 
en 1984, da lugar a una renovación continua y rápida de la mavor parte d. 
los microtúbulos, que presentan una vida media en la célula de sólo varios 
minutos. Como se verá más adelante, esta rápida renovación de los micn- 
tiibulos es especialmente importante para el remodelado del citoesquelet. 
que tiene lugar durante la mitosis. Debido al papel central de los microt-- 
bulos en la mitosis, los fármacos que afectan al ensamblaje de los micro- 
tribuios no sólo son útiles como herramientas experimentales en bíolog.: 
celular sino también en el tratamiento del cáncer. La caichi ciña y la col ce- 
mida son ejemplos de fármacos experimentales empleados comunmente 
que se unen a la tubuiina e inhiben la polimerización del microtúbulo, blo- 
queando de esta forma la mitosis. Dos fármacos relacionados (vincrístina 
vinblastirva) se usan en la quimioterapia del cáncer debido a que inhiben o 
forma selectiva a las células en rápida división. Otro fármaco utilizado, - 
taxol, estabiliza los microtúbulos en vez de inhibir su ensamblaje. Dicha es- 
tabilización también bloquea la división celular, y el taxol se utiliza con 
agente anticanceroso y como herramienta experimental. 
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Ensamblaje de microtúbulos 

: ' las células animales, la mayoría de los microtúbulos se extienden hacia 
Ibera desde el centrosoma (descrito por primera vez por Theodor Boveri 
fr . >sS), que se localiza junto al núcleo cerca del centro de las células inter- 
fit :as (no están en división) ÍFig. 12.45). Durante la mitosis, de forma simi- 
as' ios microtúbulos se extienden a partir de centrosomas duplicados para 
fcrmar el huso mitótico, que es responsable de la segregación y distribución 
rf los cromosomas a las células hijas. De esta manera, el centrosoma desem- 
peña un papel clave en la organización intracelular de los microtúbulos. Las 
cernía s vegetales no poseen un centrosoma organizado; en su lugar, los mi- 
re lóbulos en la mayoría de las plantas se extienden hacia fuera desde el 
hódeo. 

El centrosoma se conoce ahora como un centro organizador de mi ero tú - 
lulos en el que se unen los extremos «menos» de éstos. Sirve como Lugar de 
k rio del ensamblaje de los microtúbulos, que crecerán a partir del centro- 
m ma hacia la periferia de la célula, Esto se puede observar claramente en 
:= luías que hayan sido tratadas con colcemida para desensamblar sus mi- 
cr lóbulos (Fig. 12.46). Cuando el fármaco se retira, las células se recuperan 
i pueden verse nuevos microtúbulos creciendo desde el centrosoma. Es lito 
: rtante señalar que eí inicio del crecimiento de los microtúbulos en el cen- 
tre soma establece la polaridad de los microtúbulos en la célula. Concreta- 
T-nte, los microtúbulos crecen por la adición de tubulina a sus extremos 
: r ás», que se extienden desde el centrosoma hada la periferia celular, de 
t do que el papel del centrosoma es iniciar el crecimiento de los microtú- 
: aios. La proteína clave en el centrosoma es la y-tubulina, una forma mino- 
ruaría de tubulina identificada por primera vez en hongos, que nudea el 
ensamblaje de microtúbulos. La y-tubulina está asociada con ocho o más 
proteínas diferentes con una estructura en forma de anillo denominado 
: imple jo del anillo de y-tubulina. Se cree que actúa como una semilla para 
d crecimiento rápido de microtúbulos, evitando el paso limitante de la nu- 
gación. Una vez ensamblados, los microtúbulos pueden ser liberados del 
centro organizador de microtúbulos para organizarse en otro lugar de la cé- 
hila. Esto es especialmente evidente en células epiteliales polarizadas o en 
:dulas nerviosas además de en células de las raíces vegetales durante el 



Figura 12.45 Organización intracelular de los microtúbulos. 

Los extremos «írtenos» de ios microtúbulos se andan al centrosoma. 
En las células interfásicas, el centrosoma se localiza cerca del núdeo 
y los microtúbulos se extienden hacia la periferia celular. Durante 
la mitosis los centrosomas duplicados se separan y los microtúbulos 
se reorganizan para formar el huso mitótko. 
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Figura 12,46 Crecimiento de los microtúbulos desde el centro soma. 

Los microtúbulos en los fibroblastos de ratón se observan mediante microscopía 
de inmunofluorescenda empleando un anticuerpo frente a tubutma. (A) La 
distribución de los microtúbulos en ima célula interfásica normal (B) Esta célula 
se trató con colcemida durante una hora para desensamblar los microtubulos. 

El fármaco fue entonces retirado y se dejó a la célula recuperarse durante treinta 
minutos, lo que permitió ver nuevos microtúbulos creciendo desde el centrosoma. 

(De M, Gsbom y K. Weber, 1976. Prüc. Nati Acaá. Sá. USA 73:867.) 

crecimiento de los pelos radiculares. Las células pueden iniciar los microtú- I 
bulos en ausencia de un centrosoma porque la ^tubulina también se en- I 
cuentra en el citosob y en la células vegetales la y-tubuHna se concentra en U I 
periferia del núcleo. 

Los centrosomas de la mayoría de las células animales están constituidos I 
por un par de cen triol os, orientados perpendicularmente entre sí, rodeados I 
por un material pericentriolar amorfo (Fig. 12.47), Los centríolos son e^- I 
tructuras cilindricas constituidas por nueve tripletas de microtúbulos, de 
manera similar a los cuerpos básales de los cilios y los flagelos (como se 1 
verá después en este mismo capítulo). Los centríolos son necesarios para 1 
formar los cuerpos básales, ciclios y ñagleios, y juegan un papel poco cono- I 
ddo en la coordinación del ciclo celular. Sin embargo no son necesarios para 
las funciones organizadoras de microtúbulos del centrosoma y no se en- I 
cuentran en células vegetales, en muchos eucar iotas unicelulares, y en algm I 
ñas células animales (como en Jos óvulos de ratón). Los microtúbulos que 
emanan desde el centrosoma terminan en el material pericentriolar, no en I 
los centríolos, y es el material pericentriolar el que inicia el montaje de los 
microtúbulos. Sin embargo, la eliminación de los centríolos de las células I 
animales resulta en la dispersión de los contenidos del centrosoma y un de- 
di ve de la tasa de renovación de los microtúbulos. 

Los centríolos son estructuras complejas con una clara polaridad, una es- I 
truc tura proteica con forma de rueda de carro en un extremo y numerosa- I 
extensiones hacia el interior del centrosoma (Fig. 12.48). Se cree que las e\- 1 
tensiones ayudan a organizar la matriz del centrosoma. Los centríolos tam- I 
bién contienen varias proteínas únicas, incluyendo la 8-tubulina, que forma I 
parte de un triplete característico de microtúbulos. Durante la inferíase, am- I 
bos centríolos están conectados por una o más fibras que contienen centrina I 
(una proteína que une Ca í+ relacionada con la cahnoduhna), 
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Organización de los microtúbulos en el interior celular 

Debido a su inherente inestabilidad, los microtúbulos no modificados de- 
terjan desensamblarse de manera frecuente en la célula. Sin embargo, la es- 
libilidad de los mlcrótubulos se modifica a través de modificaciones post- 
rad uccionales amplias de la tubulina y por la interacción de los 
— icrotúbulos con proteínas asociadas a microtúbulos (MAP). Las tubuli- 
ehs a y fJ son susceptibles de modificación por fosforilación, acetilación, 
palmitolación, escisión de residuos de tiros ina en el extremo carboxilo o 
adición de varios residuos de glutamina o glicina. Estos cambios posterio- 
res a la traducción afectan directamente a la actividad de los microtúbulos y 
crean sitios para la unión específica de moléculas de MAR De manera simi- 
lar a los nú crof llamen tos, algunas MAP estabilizan a los microtúbulos me- 
i .ante la adición de caperuzas en sus extremos, mientras que otras provo- 
can el desensamblaje de los microtúbulos, ya sea por medio de su escisión o 
por aumento de la tasa de des polimerización de tu bul ina en sus extremos. 
• arias MAR son proteínas de unión a extremos positivos que se unen a la 


ÍBj 
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Figura 12,47 Estructura dé los 
centrosomas. (A) Mírrografía 
electrónica de un tentrosoma, 
mostrando los microtúbulos irradiando 
desde el material per icen triolar que 
rodea al par de centríolos. (B) Sección 
transversal de un cen tríelo mostrando 
sus nueve tupíeles de microtúbulos. 

(A, © Cytographics; B, Don Fawcett, 
Photo Késearchers, Inc.) 



Apéndices 


Rueda 
de carra 


a-tubylíná 


Figura 12.48 Estructura 

dé un céntríolo. Los cen triol os son 

estructuras altamente polares con una 
estructura proteica en forma de rueda 
de carro en un extremo v varios tipos 
de prolongaciones que se extienden 
desde el otro extremo. Se cree que estas 
prolongaciones (denominadas satélites 
y apéndices) interaccionan con 
proteínas específicas en la matriz 
del centros orna. Otras proteínas de la 
matriz del centro soma como la 
y- tubulina están asociadas con la luz 
del céntríolo. El triplete de 
microtúbulos contiene a- y ¡Mu bu linas 
altamente modificadas y Ja exclusiva 
ó-tubulina. Las fibras de centrina se 
extienden desde los microtúbulos del 
triplete v se conectan con el otro 
céntríolo, (Modificado a partir de W, F. 
Marshall, 2001. Ciírr, Bíoi 1L R487.) 
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tubulina/GTP y actúan dirigiendo a los microtúbulos en crecimiento hacia 
localizaciones celulares específicas, como la membrana plasmática. 

Las interacciones con las MAP permiten a la célula estabilizar los microtú- 
bulos de derlas localizaciones y representan un mecanismo muy importante 
que determina la morfología y la polaridad celulares. Se conoce un gran nú- 
mero de MAP distintas que varían en fundón del tipo de célula. Entre ellas 
figuran MAP-1, MAP-2, frw (aislada en neuronas) y MAP-4, que está presen- 
te en todos los tipos celulares no neu roñales de los vertebrados. La proteína 
tan se ha estudiado con gran detalle debido a que constituye el principal 
componente de las lesiones cerebrales detectadas en sujetos con enfermedad 
de Alzheimer. La actividad de muchas MAP se regula mediante la fosforila- 
ción! la cual permite a la célula controlar la estabilidad de los microtúbulos 
Un buen ejemplo del papel de los microtúbulos estables en ia determina- 
don de la polaridad celular la proporcionan las células nerviosas, que con- 
sisten en dos tipos distintos de priKesos (axones y dendritas) que se extien- 
den desde el cuerpo celular (Fig, 12.49), Tanto axones como dendritas están 
apoyados por microtúbulos estables, junto con los neumfilamentos analiza- 
dos en la sección precedente de este capítulo. Sin embargo, los microtúbulos 
de los axones y dendritas poseen una organización diferente y se asociar 
con MAP diferentes. En los axones, todos los microtúbulos están orientados 
con sus extremos positivos hacia el exterior celular, de forma similar a la 
orientación de los microtúbulos en otros tipos celulares. Los extremos nega- 
tivos de la mayoría de los microtúbulos en los axones, sin embargo, no es- 
tán anclados en el centrosoma, sino que tanto los extremos positivos como 
los negativos de estos microtúbulos terminan en el citoplasma del axón, Er 
las dendritas, los microtúbulos están orientados en ambas direcciones; al- 
gunos extremos positivos se dirigen hacia el cuerpo celular y algunos se di- 
rigen hacia ía periferia celular. Estas disposiciones concretas de microtúbu- 
los están acompañadas por diferencias en las MAP: Los axones contiene: 
protemas tau, pero no MAP-2, mientras que las dendritas contienen MAF-2, 
pero no proteínas tan, y parece que estas diferencias en la distribución de 


Figura 12.49 Organización 
de los microtúbulos en las células 
flemosas. Dos tipos distintos de 
prolongaciones se extienden desde el 
cuerpo celular de las células nerviosas 
(neuronas). Las dendritas son 
prolongaciones cortas que reciben 
estímulos de otras células nerviosas. El 
único axón largo transmite impulsos 
desde el cuerpo celular a otras células, 
que pueden ser bien otras neuronas o 
bien células eíectoras, tales como el 
músculo. Los microtúbulos estables 
tanto en los axones como en las 
dendritas terminan en el citoplasma en 
vez de unirse al centrosoma, En las 
dendritas, los microtúbulos se orientan 
en ambas direcciones, con sus 
extremos ^ más» apuntando tanto hacia 
el cuerpo celular como hacia el sentido 
contrario. Por el contrario, todos los 
microtúbulos de los axones se orientan 
con sus extremos *tmás» apuntando 
hacia el final del axón. 



Ramas terminales del axón 


Dendrita 


Cuerpo Geluiar 
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ÜAF-2. y tan son responsables de la distinta organización de los microtúbu- 
hs estables de axones y dendritas. 


Motores microtubulares y movimientos 

L ■- micro tribuios son responsables de diversos movimientos celulares, in- 
=z» endo el transporte intracelular y el posidonamiento de las vesículas de 
- mbrana y de los organillos, ¡a protrusión de los axones de las neuronas, 
ia separación de los cromosomas en la mitosis y el batir de los cilios y flage- 
le- Como se vio anteriormente para los filamentos de actina en este capítu- 
*: nene lugar a través de dos vías: la polimerización y la despolimerizacíón 
Je los microtúbulos se basa en la acción de proteínas motoras que utilizan 
energía derivada de la hidrólisis de ATP para producir fuerza y movimien- 
X Los miembros de dos grandes familias de proteínas motoras — las qui- 
se -mas y las díneínas — son los responsables de impulsar los diversos mo- 
▼unientes en los que participan ios microtúbulos. 


rentificación de las proteínas motoras microtubulares 


i quinesina y la dineína, los prototipos de proteínas motoras de los rrncro- 
M rulos, se mueven a lo largo de los microtúbulos en direcciones opuestas 
— ;i quinesina hacia el extremo «más» y la dineína hacia el extremo «menos» 
z 12.50} — . La primera de estas proteínas motoras microtubulares que se 
identificó fue la dineína, que la aisló lan Cibbons en 1965. La purificación 
esta forma de dineína (denominada dineína axonémica) se vio facilitada 
; rque es una protema muy abundante en los cilios, al igual que la abun- 
; anda de miosina facilitó que se aislara a partir de las células musculares, 
f n embargo, costó más identificar otros motores microtubulares debido a 
: ue las proteínas responsables de procesos como el movimiento de los ero- 
nosemas y el transporte de los orgánulos se presentan a concentraciones 
ilativamente bajas en el citoplasma. El aislamiento de estas proteínas de- 
pendió del desarrollo de nuevos métodos experimentales para detectar la 
ctividad de los motores moleculares en medios libres de células. 


Animación web 
Quinesina 
La quinesina es una proteina motora 
que desplaza vesículas y orgánulos 
hacia los extremos positivos de los 
microtúbulos. 




«más» 


Quinesina I 


Dineína 


Figura 12.50 Proteínas motoras 
microtubulares. La quinesina y la 
dineína migran en direcciones 
opuestas a lo largo dé los 
microtúbulos, hacia los extremos 
«más» y «menos», respectiva mente. 

La quinesina I consta de dos cadenas 
pesadas, enrolladas una sobre lá otra 
en una estructura de hélice enrollada, 
y de dos cadenas ligeras. Los dominios 
de cabeza globular de las cadenas 
pesadas se fijan a los microtúbulos y 
son los dominios motores de la 
molécula. La dineína está constituida 
por dos o tres cadenas pesadas (aquí se 
muestran dos) asociadas a varías 
cadenas ligeras e intermedias. Los 
dominios de cabeza globular de las 
cadenas pesadas son los dominios 
motores. Los modelos mostrados están 
basados en datos recientes obtenidos 
por cristalografía de rayos X, (R. D. 
Vale, 20U3, Ce!l 112:467.') 
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Sección III - 


El desarrollo de ios ensayos in vitro para las proteínas motoras citoplas- 
ma ticas se basó en la utilización de la microscopía vídeo-amplificada, de- 
sarrollada por Robert Alien y Shinya Inoué a principios de los años 80, para 
estudiar el movimiento de las vesículas de membrana y de los orgánulos a 
lo largo de los micro tóbalos en los axones de calamar. En este método se 
utiliza una cámara de vídeo para aumentar el contraste de las imágenes ob- 
tenidas con un microscopio óptico, lo que mejora sustancialmente la detec- 
ción de objetos pequeños y permite que se pueda seguir el movimiento de 
los orgánulos en las células vivas. Utilizando este abordaje. Alien, Scott 
Brady V R&y Lasek demostraron que el movimiento de los orgánulos tam- 
bién puede tener lugar en un sistema libre de células en el que se haya reti- 
rado la membrana plasmática y se haya extendido un extracto cito plasmáti- 
co en una platina de cristal. Estas observaciones condujeron al desarrollo de 
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EXPERIMENTO CLAVE 

“ Njr 

Aislamiento de la quinesina 


Identificación de una nueva protema generadora de fuerza, la 
quinesina, implicada en la movilidad basada en microtúbulos 

Rema Id D. Vale, Tilomas $. Reese y Michael P. Sheetz 

National Imtitute ofNmwlogical and Commttnkative Disorders and 

Stroke, N orine Biológica! Labor oto ry t Woads Hále, \AA: Unwersihf óf 

Comuxiicut Health C en ter , Farmington/CT; Sltinford Uni ver si íy S el toól 

of Medicine, Stanford, CA 

Cell, Volumen 42, 1985, págs. 39-50 


Contexto 

El transporte y posición amiento de 
los orgánulos dtopl asmáticos es un 
hecho clave en la organización de las 
células encanólas, por lo que 
comprender los mecanismos 
responsables del transporte de las 
vesículas y orgánulos es una cuestión 
fundamental en biología celular. En 
1982, Robert Alien, Scott Brady Ray 
Lasek y sus colaboradores emplearon 
la microscopía amplificada por vídeo 
para visualizar e! movimiento de los 
orgánulos a lo largo de los filamentos 
dtopl asmáticos en los axones 
gigantes de calamar, tanto in vivo 
como en un sistema de libre de 
células. Estos filamentos se 
identificaron como microtúbulos 
mediante microscopía electrónica, 
pero se desconocían las proteínas 
motoras responsables del movimiento 
de los orgánulos: el único motor 
microtubular identificado hasta ese 
momento era la dineÉaa axonémica, 
que estaba presente solamente en 
cilios y flagelos. En 1985, Roña Id Vale,, 
Tilomas Reese y Micha el Sheetz 


describieron el aislamiento de una 
proteína motora nueva, la quines i na, 
que era responsable del movimiento 
de los orgánulos a lo largo de los 
microtúbulos. Experimentos similares 
fueron publicados a la vez por Scott 
Brady ÍNnhm\ 1985, 317:73-75). 

Experimentos 

Dos estrategias experimentales fueron 
determinantes para el aislamiento de 
la quinesina . La primera, basada en el 
trabajo de Alien y sus colaboradores, 
era el uso de un sistema in vitro en el 
que se podía detectar la actividad de 
h proteina motora, Vale, Reese y 
Sheetz utilizaron un sistema en el que 
proteínas del citoplasma de los axones 
impulsaban el movimiento de los 
microtúbulos a través de la superficie 
de una platina de cristal. Estos 
sistemas libres de células 
proporcionaron un método sensible y 
funcional para analizar la actividad de 
la quinesina como un motor molecular. 

La segunda estrategia importante 
empleada en el aislamiento de la 



M P. Sheetz 


quinesina fue aprovechar su capacidad 
de unión a los microtúbulos. Lasek y 
Brady (Natare, 1985, 316: 645-647) 
habían observ ado que los 
movimientos in vitro de los 
microtúbulos requerían ATP y eran 
inhibidos por un análogo de ATP 
{adenilil irrúdod i fosfato, AMP-PNP) 
que no puede ser hidrolizado y de esta 
manera no proporciona una fuente 
de energía útil. En presencia de 
AMP-PNP los orgánulos pemianecian 
unidos a los microtúbulos, lo que 
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sistema reconstruido in vitro, que proporcionó un método capaz de dc- 
.ar proteínas celulares responsables del movimiento de los orgánulos. En 
W&5 Brady, junto con Roña Id Vale, Tilomas Reese y Micha el Sheetz, se basa- 
en estas innovaciones para identificar la quinesina (conocida actual- 
como quinesina «convencional» o quinesina 1) como una nueva pro- 
i motora de los micro tubu los, presente tanto en los axones de sepia 
uno en el cerebro bovino. 

£ ~ nidios posteriores demostraron que la quinesina i se desplaza a lo largo 
ár los microtúbulos en una única dirección — hacia el extremo «más»— De- 
ludo a que los extremos «más» de los microtúbulos en los axones están todos 
«Rentados hada fuera del cuerpo celular (véase Fíg, 12.49), el movimiento 
úz .a quinesina en esta dirección transporta las vesículas y orgánulos hacia 
fuera del cuerpo celular, hacia el final del axóru Sin embargo, en axones Ltv 


EXPERIMENTO CLAVE 


Fijación de una proteína motora a los microtúbulos en presencia de AMP-PKP, Se 
analizaran muestras de proteínas por electro/oresis en un gel de poliaerilami da, que se 
tiñó y fotografió. Ei peso molecular de la£ proteínas marcador as se indica a la izquierda 
en kilodaltons. La columna «a» representa microtúbulos purificados, en la que sólo se 
detecta tubulina (55 kDa). La columna «b» es un extracto soluble de citoplasma de axón 
de calamar, conteniendo muchos polipéplidos diferentes. Se incubó este extracto soluble 
con microtúbulos tanto sin AMP-PNP (columna c) como ccm él (columna tí), Se recuperaran 
los mícTotubulos y se incubaron con ATP para liberar las proteínas fijadas, las cuales 
fueron sometidas a eleetnoforesis. Nótese que un polipéptido de 110 kDa estaba unido 
específica mente a los microtúbulos en presencia de AMP-PNP y después se liberó por 
ATI 3 . También se encontró que las proteínas unidas en presencia de AMP-PNP y liberadas 
por ATP inducían el movimiento de los micro túbulos (indicado por «+» sobre el gel). 


- + - + 

a b c d 



sugería que la protema motora 
responsable del movimiento de los 
orgánulos podría también permanecer 
unida a los microtúbulos bajo estas 
condídones, 

A partir de estos descubrimientos, 
Vale y sus colaboradores incubaron 
microtúbulos con proteínas 
citopl asmáticas de axón de calamar 
en presencia de AMP-PNP, Los 
microtúbulos se recuperaron e 
incubaron con ATP para liberar las 
proteínas que estaban unidas 
específicamente en presencia del 
análogo de ATP no hidrolízable, En 
este experimento se identificó un 
polipéptido de 110 kDa que se fijaba a 
los microtúbulos en presencia de 
AMP-PNP y que se liberaba tras la 
incubación con ATP (véase figura). 


Además, las proteínas unidas a Jos 
microtúbulos y después liberadas por 
ATP también mantenían el 
movimiento de los microtúbulos 
in vitro. Por tanto, la unión a los 
microtúbulos en presencia de AMP- 
PNP proporcionó un abordaje eficaz 
para aislar la proteína motora, que se 
mostró por estudios bioquímicos 
posteriores que contenía el 
polipéptido de 110 kDa unido a 
poli pép ti dos de 60 a 70 kDa, 

Mediante un abordaje similar, 
también se purificó una proteina 
relacionada a partir de cerebro de 
bovino. Los autores concluyeron que 
estas proteínas « represen tan una 
nueva clase de proteínas motoras que 
son estructura Imen te así como 
enzimática mente distintas de la 
dineína, y proponemos denominar a 
estos translocadores quinesina (del 
griego kinmi, moverse)». 

Impacto 

El movimiento de las vesículas y 
orgánulos a lo largo de los 
microtúbulos es fundamental para la 
organización de las células eu cariotas, 


por lo que las proteínas motoras 
responsables de estos movimientos 
desempeñan un papel crítico en la 
biología celular. Experimentos 
posteriores empleando modelos 
In vitro similares a los descritos aquí 
establecieron que la quinesina se 
desplaza a lo largo de los 
microtúbulos en dirección aJ extremo 
«más», mientras que la dineína 
citoplasma tica es la responsable del 
transporte de vesículas y orgánulos 
en Ja dirección del extremo «menos» 
délos microtúbulos. Más aún, desde 
entonces se ha identificado una gran 
familia de proteínas relacionadas con 
la quinesina. Además de su papel en 
eí transporte de las vesículas y 
orgánulos, los miembros de estas 
familias de proteínas motoras son 
responsables de la separación y 
distribución de los cromosomas 
durante la mitosis, Por tanto, la 
identificación de la quinesina abrió la 
puerta para comprender diversos 
movimientos basados en los 
microtubuios que resultan claves para 
la estructura y función de las células 
eucaríotas, 
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tactos también se ha observado que las vesículas y orgánulos migran hacia el 
in tenor del cuerpo celular, lo que implica que una proteína motora distinta 
podría ser la responsable del movimiento a lo largo de los microtúbulos en la 
dirección opuesta — hacia el extremo «menos» — % De acuerdo con esta supo- 
sición, estudios posteriores mostraron que una pro teína previamente identi- 
ficada como la proteína asociada a microtúbulos MALMC era de hecho una 
proteína motora que se desplazaba a lo largo de los microtúbulos hada el ex- 
tremo «menos». Posteriores análisis demostraron que la MAP-1C está rela- 
cionada con la dineína aislada a partir de los cilios (dineína axonémica), por 
lo que la MAP-1C ahora se denomina dineína citopíasmática. 

La quinesina I es una molécula de aproximadamente 380 kDa, constituida 
por dos cadenas pesadas (120 kDa cada una) y dos cadenas ligeras (de 64 kDa 
cada una) (véase Fig, 12,50). Las cadenas pesadas tienen regiones largas de 
«-hélice que se enrollan una alrededor de la otra en una estructura de héli- 
ce enrollada. Los dominios de cabeza globular amino-terminales de las ca- 
denas pesadas son los dominios motores de la molécula: se unen tanto a lo> 
microtúbulos como al ATP, cuya hidrólisis proporciona la energía necesaria 
para el movimiento. Aunque el dominio motor de la quinesina (aproxima- 
damente 340 aminoácidos) es mucho más pequeño que el de la miosina (al- 
rededor de 850 aminoácidos), la cristalografía de rayos X índica que los do- 
minios motores de la quinesina y la miosina (véase Fig. 12.33) son similares 
estructuralmente, lo que sugiere que la quinesina y la miosina evoluciona- 
ron a partir de un ancestro común. La zona de la cola de la molécula de qui- 
nesína está constituida por las cadenas ligeras unidas a los dominios carbo 
xilo-term inales de las cadenas pesadas, Esta región de la quinesina es la 
responsable de la unión a otros componentes celulares (como vesículas de 
membrana y orgánulos) que se transportan a lo largo de los microtúbulos 
por la acción de los motores de quinesina. 

La dineína citoplásmica es una molécula extremadamente grande (hasta 
2,000 kDa), que está constituida por dos o tres cadenas pesadas (cada una 
alrededor de 500 kDa) unida con un número variable de poLipéptidos lige- 
ros e intermedios, que oscilan entre 14 y 120 kDa (véase Fig, 12.50). Al igual 
que en la quinesina, las cadenas pesadas forman dominios globulares moto- 
res de unión a ATP que son los responsables del movimiento a lo largo de 
los microtúbulos. La porción basal de la molécula, que incluye las cadenas 
ligeras e intermedias, se piensa que se une a otras estructuras subceiulares 
como orgánulos y vesículas. En muchas situaciones la dineína citoplásmica 
actúa junto con una proteína denominada di na trina para transportar mer- 
cancías a través de largas distancias sobre los microtúbulos. 

Como sucede con las miosinas, tanto la quinesina como la dineína defi- 
nen familias de proteínas motoras relacionadas. Tras ai slarse i nicial mente la 
quinesina en 1985, se han identificado varias proteínas relacionadas con la 
quinesina. El genoma de C. elegans codifica 45 quinesinas diferentes y hay 
cuarenta y cinco quinesinas conocidas en el ser humano. La mayoría de és- 
tas, como quinesina 1, se mueven a lo largo de los microtúbulos en dirección 
al extremo positivo (véase Fig, 12.50). Otras quinesinas se mueven en la di- 
rección opuesta hacía el extremo negativo, y Ires quinesinas no se mueven 
sobre los microtúbulos en absoluto, pero emplean sus propiedades de 
unión a la tubulina para anclar los microtúbulos a otras estructuras (estu- 
diado más adelante). Existe una correlación directa entre dónde se encuen- 
tra el dominio motor en la molécula y la dirección del movimiento a lo lar- 
go del mkrotúbulo; las quinesinas que se dirigen al extremo positivo 
poseen dominios motores N -termina les, las quinesinas que se dirigen al ex- 
tremo negativo poseen dominios motores C- termina Ies, y aquellas que no 
se desplazan a lo largo de los microtúbulos poseen dominios motores en c. 
centro de la cadena pesada (quinesinas de motor céntrico). Los distintos 
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■uembros de la familia quínesina varían en las secuencias de sus colas car- 
: ilo-terminales y son responsables de los movimientos de diferentes lí- 

^ * de «mercancías» sobre los micro túb ulos. Existen ai menos dos tipos de 
n einas citoplásmicas y varios tipos de dineínas axonémicas. Mientras que 
fióos los miembros de la familia dineína se desplazan hacia los extremos 
mt cativos de los microtúbulos, dineínas citoplásmicas diferentes pueden 
t-i: ¡ sportar mercancías diferentes. Se cree que ciertas dineínas y quíneslnas 
sen capaces de reconocer distintos microtúbulos al detectar las modificacio- 
-- post-traduccionales de las moléculas de tubulina. 

'ansporte de mercancías y organización intracelular 

w>a de las funciones principales de los microtúbulos es transportar macro- 
— oléenlas, vesículas de membrana y organillos a través del citoplasma de 
as células eucariotas. Como ya se ha visto, dicho transporte de or gánalos 
plasmáticos resulta evidente en los axones de las células nerviosas, que 
rueden extenderse más de un metro de longitud. Los ribosomas sólo se lo- 
calizan en el cuerpo celular y en las dendritas, por lo que las proteínas, las 
esículas de membrana y los organillos (p, ej., mi tocón dri as) han de trans- 
r rtarse desde el cuerpo celular hasta el axón, Mediante la microscopía anv 
rlificada por vídeo se puede visualizar el transporte de las vesículas de 
nembrana y de los orgánulos en ambas direcciones a lo largo de los micro- 
-ubulos de los axones, donde la quines i na y la dineína llevan sus cargas has- 
7- y desde los extremos de los axones, respectivamente. Por ejemplo, las vé- 
cenlas secretoras que contienen ne uro transmisores se transportan desde el 
aparato de Golgi hasta las ramas terminales del axón por la quínesina. En la 
: rección opuesta, la dineína citopl asmática transporta vesículas endocí ti- 
ras desde el axón hacia el cuerpo celular. 

En otros tipos de células los microtúbulos transportan macromoléculas, 
reculas de membrana y orgánulos de forma similar. Debido a que los mi- 
770 túb ulos están generalmente orientados con sus extremos «menos» uní- 
i >s al centro soma y sus extremos «más» extendiéndose hacia la periferia 
.- iular, se piensa que los diferentes miembros de las familias de quínesina y 
i meína transportan mercancía, las vesículas y los orgánulos en direcciones 
ouestas a través del citoplasma (Fig, 12,51). La quínesina 1 y otros miem- 
bros de la familia de la quínesina que se dirigen hacia el extremo «más», 
transportan su carga hacia la periferia celular, mientras que las dineínas ri- 
: 'plasmáticas y los miembros de la familia de la quínesina que se dirigen 
acia el extremo «menos» transportan ios materiales hada el centro de la cé- 
. ala. La selección de la mercancía puede ser muy específica. La quínesina II, 
un motor dirigido al extremo positivo, transporta los ARNm seleccionados 
hada la corteza celular en ovocitos de Xenopus, un proceso que parece ser 
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Figura 12.51 Transporte de las 
vesículas a lo largo de los 
microtúbulos. La quínesina l y otros 
miembros de la familia de Ja quínesina 
dirigidos hacia el extremo «más», 
transportan v esículas y orgánulos en 
dirección a los extremos «más» de los 
microtúbulos, que se extienden hacia la 
periferia celular. Por el contrario. Ja 
dineína y ios miembros de la familia de 
!a quínesina dirigidos al extremo 
«menos», transportan sus cargas en 
dirección a los extremos «menos» de 
bs microtúbulos, que se encuentran 
unidos en el centro de la célula. 
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Figura 12.51 Asociación del retículo 
endoplasmático con los microtubulos. 

Microscopía de fluorescencia del 
retículo endoplasmático (A) y de 
micro túbulos (8) en una célula 
epitelial. El retículo endoplasmático se 
Ka teñido con un tinte fluorescente y 
los microtubulos con un anticuerpo 
contra la tubulina. Obsérvese la 
estrecha relación entre el retículo 
endoplasmático y los microtubulos en 
la periferia de la célula. (De M. 
Terasaki, L, B. Chen y K. Fujíwara, 

1986 . 1 Cell Bioi 103: 1557.) 


ÍA) 



(B) 
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general para todos los vertebrados. La quinesina I de forma similar trans- 
porta actina en el embrión de Drosoph ila. 

Además de transportar vesículas de membrana en las vías endod ticas y 
secretearas; los microtubulos y proteínas motoras asociadas posición an los 
orgánidos encerrados por membranas (como el retículo end oplásmico, d 
aparato de Golgi, 11 so somas y las mitocondrias) en el interior celular. Per 
ejemplo, el retículo endoplasmático se extiende a la periferia celular en aso- 
ciación con los microtubulos (Fig. 12.52). Los fármacos que despolimerizan 
los microtubulos provocan que el retículo endoplasmático se retraiga haci¿ 
el centro de la célula, lo que indica que se requiere la asociación con los mí- 
crotúbulos para mantener al retículo endoplasmático en su estado extendi- 
do. Esta colocación del retículo endoplasmático parece requerir La acción de 
la quinesina (o posiblemente múltiples miembros de la familia de la quin^ 
sina), que tira del retículo endoplasmático a lo largo de los microtubulos en 
dirección al extremo «más», hacia la periferia celular. De forma similar, U 
quinesina parece que desempeña un papel clave en la colocación de los Uso- 
somas alejados del centro de la célula, y en los movimientos de las mitocorv 
drías se han implicado a tres miembros diferentes de la familia de ia quine- 
sina. 

Por otro Jado, se cree que la dineína ritopfasmática interviene en Ja coloca- 
ción del aparato de Golgi. El aparato de Golgi se localiza en el centro de la cé- 
lula, ceTca del centrosoma. Sí los microtubulos se disgregan, bien por un fár- 
maco o bien cuando la célula entra en mitosis, el Golgi se rompe en pequeñas 
vesículas que se dispersan por todo el citoplasma. Cuando los microtúbulosj 
se vuelven a formar, el aparato de Golgi también se reensambla, y parece se' 
que las vesículas del Golgi son transportadas al centro de la célula (hacia d 
extremo «menos» de los microtubulos) por la dineína citopiasmótica. P m 
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Figura 12.53 Ejemplos de cilios 
y flagelos. (A) Micrografía electrónica 
de barrido mostrando numerosos olios 
recubriendo la superficie de Paramecium. 

(B) Mícrografía electrónica de barrido 
de células epiteliales ciliadas 
recubriendo la superficie de la tráquea, 

(C) Fotografía de disparo múltiple (50(1 
disparos por minuto) mostrando el 
movimiento ondulatorio de un ña ge! o 
de espermatozoide de erizo de mar. (A, 
Kari Aufderheide/Visuals Ünlimited; 

B, Fred E, Hossler/Visuats Ünlimited; 

C, C J, Brokaw, California Institute of 
Technology.) 


tanto, el movimiento a lo largo de los microtúbulos es responsable no sólo 
dei transporte de vesículas, sino también de estabilizar ia posición de los or- 
gánulos con membrana en el citoplasma de las células eucariotas. 

Cilios y flagelos 

Los cilios y flagelos son prolongaciones de la membrana plasmática consti- 
tuidas por microtúbulos, responsables del movimiento de varios tipos de cé- 
lulas eucariotas. Los cilios aparecen en un mayor número de tipos celulares, 
ya que se encuentran en casi todas las células animales. Muchas bacterias 
también poseen flagelos pero estos flagelos procariotas son bastante diferen- 
tes de los eucariotas. Los flagelos bacterianos (que no se van a tratar) son fi- 
lamentos proteicos que se proyectan desde la superficie celular, en vez de 
prolongaciones de la membrana plasmática sostenidas por microtúbulos. 

Los cilios y los flagelos eucarióticos son estructuras muy similaresH cada 
una con un diámetro de 0,25 pm, aproximadamente (Fig, 12.53), Muchas cé- 
lulas están recubiertas por numerosos cilios, de alrededor de 10 pm de lon- 
gitud. Los cilios baten en un movimiento coordinado de atrás hacia adelan- 
te. de tal manera que la célula se desplaza a través de un fluido o bien el 
fluido se desplaza sobre la superficie celular. Por ejemplo, los cilios de algu- 
nos protozoos (como el Paramecium) son ios responsables tanto de la movi- 
lidad celular como del barrido de organismos hacia la cavidad oral para su 
alimentación. Una fundón importante de los cilios en los animales es el mo- 
vimiento de los fluidos y del mucus sobre la superficie de las capas de célu- 
las epiteliales. Un buen ejemplo viene dado por las células ciliadas que re- 
cubren el tracto respiratorio, que lo limpian de mucus y polvo. Los flagelos 
^e diferencian de los cilios en su longitud (pueden llegar a medir 200 pm) y 
en su tipo de batido, que es ondulatorio. Las células generalmente tienen 
solamente uno o dos flagelos, que son los responsables de la locomoción de 
varios tipos de protozoos y de los espermatozoides. 
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Figura 12.54 Estructura del 
axonema de cilios y flagelos. 

(A) Mícrografía electrónica tratada por 
ordenador de una sección transversal 
del axonema de un flagelo de 
espermatozoide de rata. (B) Esquema 
de una sección transversal de un 
axonema* Los nueve dobletes de 
microtúbulos extemos formados por 
un túbulo A completo, que contiene 
13 protofilamentos, y un túbulo 
incompleto B, que contiene 10 u 11 
protof [lamentos. Los dobletes externos 
se unen entre sí por puentes de nexina 
y al par central de microtúbulos 
mediante espinas radiales. Cada 
doblete de micro tú bu los externo está 
unido a brazos de dinema internos y 
externos. { A, K. G. Murti/Visuals 
Unlimíted.) 



externo 

razo de dineína externo 


Túbulo A 
Túbulo B 


nexina 


Membrana 
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La estructura fundamental tanto de los cilios como de los flagelos es el 
axonema, que está constituido por microtúbulos y sus proteínas asociadas 
(Flg, 12.54). Los microtúbulos se disponen en un patrón característico de 
«9 + 2» en el que un par central de microtúbulos se encuentra rodeado por 
nueve dobletes de microtúbulos exteriores* Los dos microtiibulos fusiona- 
dos de cada doblete exterior son distintos: uno (denominado el túbulo A) es 
un microhíbulo completo constituido por 13 protof ¡lamentos; el otro (el tú- 
bulo B) está incompleto, constituido solamente por 10 u 1 1 protofila mente? 
unidos al túbulo A. Los dobletes exteriores de microtúbulos se conectan a: 
par central mediante espinas radiales y entre sí mediante puentes formados 
por una proteína denominada nexina. Además, a cada túbulo A están uni- 
dos dos brazos de dineína, y es la actividad motora de estas dinemas axone- 
micas la que dirige el batido de los cilios y flagelos. 

Los extremos «menos» de los microtúbulos de los cilios y flagelos estár 
unidos a un cuerpo basal que tiene una estructura similar a la del cen tríoío 
y que contiene nuev e tripletes de microtúbulos (Fig. 12,55). Vimos anterior- 
mente que los centríolos eran componentes del centrosoma, sin que su fun- 
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Figura 1 2.55 A/licro grafías electrónicas de los cuerpos básales* (A) Vista 
longitudinal de cilios anclados en los cuerpos básales. (B) Sección transversal 
de cuerpos básales. Cada cuerpo basal está constituido por nueve tripletos de 
microtúbulos- (A, Conly L. Reider/ Biológica 1 Photo Service; B r W* L. Denfler, 
Biologícal Photo Service.) 
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a ti estuviera ciara. Sin embargo, ios cuerpos básales tienen un papel defi- 
en la organización de los microtubulos del axonema. Los cuerpos ba- 
sales provienen de cilios transportados hacia la membrana plasmática. Los 
ái ble tes de microtubulos externos del axonema se forman por extensión de 
1- > de los microtubulos de cada triplete del cuerpo basa! Por tanto, los 
r-irpos básales sirven para iniciar el crecimiento de los microtubulos del 

6 nema, además de anclar a cilios y flagelos a la superficie de la célula. 
Los movimientos de los cilios y flagelos se producen por el deslízamien- 

i: de los dobletes externos de microtubulos uno respecto a otro, impulsados 
: ■ la actividad motora de la dineína axonémica (Fig. 12,56). La base de la 
:_~eína se une a los tubulos A mientras que los grupos de cabeza de la di- 
" ma se unen a los túbulos B de los dobletes adyacentes. El movimiento del 
grupo de cabeza de la dineína hada el extremo «menos» provoca que el tú- 

- ulo A de un doblete se deslice hacia el extremo basal del túbulo B adyacen - 

Debido a que los dobletes de microtubulos en un axonema están unidos 
:* puentes de nexina, eí deslizamiento de un doblete sobre otro hace que 

- doblen, lo que constituye la base del movimiento de batido de cilios y fia- 
celos. Sin embargo, está claro que las actividades de las moléculas de dineí- 
na en regiones diferentes del axonema se deben regular cuidadosamente 

7 ¿ra producir el batido coordinado de los cilios y las oscilaciones ondulato- 
rias de los flagelos — un proceso del que todavía se conoce muy poco. 

Reorganización de los microtúbulos durante la mítosis 

Como ya se comentó, los microtúbulos se reorganizan completamente du- 
rante la mitosis, lo que proporciona un claro ejemplo de la importancia de su 
inestabilidad dinámica. El conjunto de microtubulos presente en las células 
^jiterfásicas se disgrega y las subunidades libres de tubulma se reensamblan 
rara formar el huso mito tico, responsable de la segregación de los cromoso- 
mas hijos (Fig, 12.57). Esta reestructuración del citoesqueleto de microtúbulos 
es dirigida por la duplicación del centrosoma para formar dos centros orga- 
nizadores de microtúbulos, separados en polos opuestos del huso mitótico. 

Los cen tríelos y otros componentes del centrosoma se duplican en las cé- 
lulas interfásicas, pero permanecen juntos a un lado del núcleo hasta el co- 
mienzo de ía mitosis (Fig, 12.58). Entonces se separan los dos centrosomas y 
migran a lados opuestos del núcleo, formando los dos polos del huso mito- 


figura 12.57 Mícmgrafia electrónica del huso mitótico. Los microtúbulos 
del Iluso se unen a los cromosomas condensador en ia meta fase, (De C.L. íííeder 
v S.S. Bowser, 1985, /, Histochem, Cytochem. 33:165/ Biológica! Photo Service,) 


Figura 12.56 Movimiento de los 
microtúbulos en los ditos y flagelos. 

Las bases de los brazos de dineína se 
unen a los tubulos A, y las cabezas 
motoras Ínter accionan con los tubulos 
B de los dobletes adyacentes. El 
movimiento de Jas cabezas de dineína 
hacia el extremo «menos» (hada la 
base del cilio) provoca entonces que el 
túbulo A de un doblete se deslice hacia 
la base del túbulo B adyacente. Debido 
a que ambos dobletes de microtúbulos 
están conectados por puentes de 
nexina, este movimiento de 
deslizamiento les obliga a doblarse. 
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Figura 12.58 Formación del huso mitótko. Los centríolos y los centrosomas se 
duplican durante la ínterfase* Durante la profase de la mitosis, los centrosomas 
duplicados se separan y migran a lados opuestos del núcleo. Entonces le envuelta 
nuclear se desintegra y los microtúblilos se reorganizan para formar e! huso 
mitótico. Los microtubulos cinetocóricos se unen a los cromosomas condensados, 
los microtúbulos polares se solapan unos con otros en el centro de la célula, y los 
microtubulos astrales se extienden hacia la periferia de la célula. En la metalase, los 
cromosomas condensados se alinean en el centro del huso. 


tico. A medida que la célula entra en mltosis, la dinámica de ensamblaje y 
desensamblaje de los microtúbulos también cambia drásticamente* Prime- ! 
ro, la velocidad de desensamblaje de los microtúbulos aumenta cerca de 
diez veces, lo que origina una des polimerización general y un acortamiento 
de los microtúbulos. A su vez, el número de microtúbulos que emana desde 
el centrosoma aumenta entre cinco y diez veces. En suma, estos cambios I 
producen el desensamblaje de los microtúbulos interfásicos y el crecimiento I 
de un gran número de microtúbulos cortos a partir de los centrosomas. 

Como propusieron por primera vez Marc Kirschner y Tim Mitchison en 
1986, la formación del huso mitótko implica ia estabilización selectiva de 
algunos de los microtúbulos que irradian desde el centrosoma. Estos micro 
túbulos son de tres tipos, dos de los cuales componen el huso mitófíco. Los 
microtúbulos cinetocóricos se unen a los cromosomas condensados de las I 
células mito ticas en sus centrómeros, que están asociados con proteínas es- I 
pecíficas para formar el cinetocoro (véase Fig. 5.19). La fijación al cinetocoro 
estabiliza a estos microtúbulos, los cuales, como se verá después, desenv 
peñan un pape! critico en la segregación de los cromosomas mitóticos. I 
También se encuentran emanando de los centrosomas los microtúbulos 
cromo so mi eos, que conectan con los extremos de los cromosomas vía la I 
cromoquinesina* El tercer tipo de microtúbulos que se encuentran en el I 
huso mitótico (microtúbulos polares) no se unen a los cromosomas. Por el 
contrario, los microtúbulos polares que emanan desde los dos centrosomas I 
se estabilizan al solaparse uno sobre otro en el centro de la célula. Los mi- 
cro tú bule» astrales se extienden desde los centrosomas hacia la periferia de I 
la célula con sus extremos «más» libres* Como se tratará posteriormente 
tanto los microtúbulos astrales como los polares contribuyen también al 
movimiento de los cromosomas al separar los polos del huso. 

Según transcurre la mltosis, los cromosomas condensados primero se alé I 
nean en la placa metafásica y luego se separan, tirando de las dos cromátida? I 
de cada cromosoma hacia polos opuestos del huso. Proteínas motoras aso- I 
dadas con los microtubulos del huso intervienen en el movimiento de los I 
cromosomas, como se describe a continuación. En la etapa final de la mitosis I 
se vuelve a formar la envuelta nuclear, los cromosomas se descondensan, y I 
tiene lugar la citocinesis* Cada célula hija contiene entonces un centrosoma 
que dirige la formación de una nueva red de microtúbulos interfásicos. 

Movimiento cromosómico 

Después de que los dos centrosomas se han desplazado a extremos opues- I 
tos de la célula al principio de la mitosis, los cromosomas duplicados se I 
unen al cinetocoro y a los microtúbulos cromosómicos, v se alinean en ia I 
fase metafásica, equidistantes de ambos polos. Esta alineación de cromoso- 
mas está mediada por un crecimiento rápido de los microtúbulos del cine- I 
tócoro y la captura de cinetócoros por parte de las proteínas que se dirigen I 
a los extremos positivos. Adicionalmente, los extremos cromosómicos son I 
empujados hacia la placa metafásica por la eromoquinesina que se desplaza I 
sobre los microtúbulos cromosómicos* Una vez que todos los cromosomas I 
se han alineado en la placa metafásica, las uniones entre cromátidas herma- I 
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: gura 12,59 Movimiento tromnsómico en la an a fase A, Los cromosomas 
— gran hacia los polos del huso a lo largo de los microhíbuios cmetocóricos, Se cree 
que el movimiento cromosómico está controlado por proteínas motoras dirigidas 
r-scia el extremo «menos» unidas al cinetocoro, La acción de estas proteínas 
motoras está acoplada al desensamblare y acortamiento de ios mí ero tríbulos 
n^etocóricos y los microtúbulos cromosómico s. 


ras se escinden y comienza la anafase con la separación de las cromáticas 
hermanas y su desplazamiento hacia polos opuestos del huso acromático, 
£ 1 movimiento cromosómico procede por dos mecanismos distintos, cono- 
ced os como anafase A y anafase H, que implican tipos diferentes de micro- 
-abultas del áster. 

La anafase A consiste en el movimiento de cromosomas hacia los polos 
iel áster sobre los microtúbulos del cinetocoro, que se acortan a medida que 
avanza el movimiento cromosómico (Fig. 12.59), El movimiento de los cro- 
co somas sobre los microtúbulos del huso acromático en dirección a los ex- 
, mos negativos (hacia los centrosomas) está dirigido por las proteínas mo- 
i ras asociadas al cinetocoro. La dineína citoplásmica está asociada con los 
. netócoros y puede jugar un papel en el desplazamiento hacia los polos, al 
.¿nial que los miembros de la familia quinesina que se dirigen a los extremos 
negativos. La acción de estas proteínas motoras del cinetocoro está acopla- 
c i al desensamblaje y acortamiento de los microtúbulos tanto del cinetóco- 
ro como cromosómicos, que está mediado por las quinesinas de motor cén- 
rheo que actúan como enzimas despolime rizantes de los micro túblos. 

La anafase B se refiere a la separación de los polos del huso acromático 
zO sí (Fig. 12.60), La separación de los polos del huso acromático está aconv 
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de microtúbulos 


Cromosoma 


Figura 1 2,60 Separación de Los 
polos def huso en Fa anafase B. 

La separación do los polos del huso se 
produce por dos tipos de movimientos. 
Primero, los microtúbulos polares 
solapados deslizan unos sobre otros 
empujando y separando íos polos del 
huso, probablemente como resultado 
de la acción de proteínas motoras 
dirigidas hada el extremo «más», 

En segundo lugar, los microtúbulos 
astrales tiran de los polos del huso 
y los separan. La fuerza conductora 
podría ser un motor dirigido hacia 
e! extremo «menos», fijado a una 
estructura citoplasma tica, como el 
íórtex celular. 
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ADF/cofilina, profitina 
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de actina, fimbrina, haz con- 
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córtex celular, espectrina, 
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ERM, distrofína, integrina, 
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sión, cadherína, cateninas 
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pseudópodo, lamelípodio, 
mícroespina, filopodio 

miosina, motor molecular, 
fibra muscular, mi ofibrilla, 
sarcómero, titina, nebulina, 
modelo de deslizamiento de 
los filamentos, miosina II, 
retículo sarco pías mico, 
troponina 


panada por la elongación de los microtúbulos polares y es similar a la sepa- 
ración inicial de los ccntrosomas duplicados para formar los polos del huso 
al principio de la mitosis (véase Fig, 12.58), Durante la ana fase B los micro- 
túbuios polares solapantes se deslizan irnos sobre otros , separando los po- 
los del huso. Este tipo de movimiento se ha demostrado que resulta de la 
acción de varias quínesinas de dirección positiva, que forman enlaces cru- 
zados con tos microtúbulos y los desplazan alejándolos del polo del huso 
acromático. Adicional mente, los polos del huso son separados por los mi- 
crotúbulos astrales. Este tipo de movimiento implica la acción de la dineína 
dtoplásmka anclada a la corteza celular El movimiento de esta díneína an- 
dada sobre los microtúbulos astrales en dirección al extremo negativo sepa- 
ra a los polos del huso hacia la periferia celular. Existe una des polimeriza- 
ción simultánea de los microtúbulos astrales por parte de las quínesinas de 
motor céntrico, dando lugar a la separación de los polos del huso acromáti- 
co y su desplazamiento hacia la periferia celular, antes de la formación de 
tas dos células hijas al final de la mitosis. 


RESUMEN 


ESTRUCTURA Y ORGANIZACIÓN DE LOS FILAMENTOS DE ACTINA 

Ensamblaje y desensamblaje de los filamentos de actina: Los filamentos 
de actina se forman por la polimerización cabeza-cola de los monómeros 
de actina, dando lugar a una hélice. Varias proteínas de unión a la actina 
regulan el ensamblaje y desensamblaje de los filamentos dentro de la cé- 
lula. 


Organización de los filamentos de actina: Los filamentos de actina están 
unidos transversal mente por proteínas de unión a la actina para formar 
haces o redes tridimensionales. 


Asociación de los filamentos de actina con la membrana plasmática: 
Una red de filamentos de actina y de otras proteínas dtoesqueléticas sub- 
yace a la membrana plasmática y determina la forma celular. Los haces 
de actina también se unen a la membrana plasmática v fijan a la célula en 
regiones de contacto célula-célula y célula-sustrato. 


Protuberancias de la superficie celular: Los filamentos de actina sostie- 
nen protuberancias permanentes de la superficie celular, como las micro- 
vellosidades, así como extensiones transitorias responsables de la fagoci- 
tosis y de la locomoción celular. 

ACTINA, MIOSINA Y MOVIMIENTO CELULAR 

Contracción muscular: Los estudios en el músculo establecieron el papel 
de la miosina como una proteína motora que utiliza la energía derivada 
de la hidrólisis del ATP para generar fuerza y movimiento. La contrac- 
ción muscular se produce por el deslizamiento de los filamentos de acti- 
na y miosina entre sí. La hidrólisis de ATP dirige ciclos repetidos de inter- 
acciones entre la miosina y la actina, durante los cuales, los cambios 
conforma dona les provocan el movimiento de las cabezas de miosina a k 
largo de los filamentos de actina. 
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iliciones contráctiles de tic tina y miosina en células no musculares: 
Asociaciones de actína y mi osina II son las responsables de diversos mo- 
numentos en las células no musculares, incluyendo la citocinesis. 

Miasmas no musculares: Otros tipos de miosina que no actúan en la con- 
tracción sin- en para el transporte de vesículas de membrana y orgá nulos 
a lo largo de los filamentos de actírrn* 

Formación de extensiones y movimiento celular: La formación de extern 
ñ nes celulares está mediada por el crecimiento de múltiples ramas de 
¿lamentos de actina en el frente de avance de la célula. El movimiento ce- 
lular es un proceso complejo en el que se forman adhesiones en los extre- 
mos de las nuevas extensiones celulares, el cuerpo celular es arrastrado 
hacia delante mediante la acción de la miosina 11 sobre las fibras de es- 
tres, y el extremo de arrastre se retrae hada el cuerpo celular 

FILAMENTOS INTERMEDIOS 

Proteínas de filamentos intermedios: Los filamentos intermedios son po- 
lleros de más de 50 proteínas diferentes que se expresan en varios tipos 
de células. No están implicados en el movimiento celular pero crean un 
armazón en el que pueden tener lugar diversos procesos celulares y pro- 
porcionan apoyo mecánico a las células y tejidos. 

Ensamblaje de filamentos intermedios: Los filamentos intermedios se 
forman a partir de dímeros de dos cadenas pollpeptídicas enrolladas una 
-obre otra en una estructura de hélice enrollada. Estos dímeros se asocian 
rara formar tetrámeros, que se ensamblan en proto filamentos . Los fila- 
mentos intermedios están constituidos por p roto filamentos enrollados 
uno sobre otro en una estructura a modo de cuerda. 

Organización intracelular de los filamentos intermedios: Los filamentos 
ntermedios forman una red que se extiende desde un anillo que rodea al 
núcleo hasta la membrana plasmática de la mayoría de las células. En las 
células epiteliales los filamentos intermedios se unen a la membrana 
plasmática en regiones de contactos celulares especializados (desmoso- 
mas y hemídesmosomas), Los filamentos intermedios también tienen 
una función especializada en el músculo y en las células nerviosas. 

Funciones de las queratinas y de los neurofilamentos: enfermedades de la 
piel y del sistema nervioso: La importancia de los filamentos intermedios 
como estructuras que proporcionan fuerza mecánica a las células en Jos 
tejidos ha sido demostrada mediante experimentos de introducción de 
genes de querarina matados en ratones transgénicos. Mutaciones simila- 
res en los genes de ía quera tina son responsables de algunas enfermeda- 
des humanas de la piel, y las alteraciones de los neurofilamentos han 
sido implicadas en el desarrollo de enfermedades en las motoneuronas. 

MICROTÚBULOS 

Estructura, ensamblaje e inestabilidad dinámica de los microtúbulos: 
Los microtúbulos se forman por la polimerización reversible de la tubu li- 
na. Muestran inestabilidad dinámica y sufren ciclos continuos de ensam- 
blaje y desensamblaje como resultado de la hidrólisis de GTP tras la poli- 
merización de la tubulína. 
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RESUMEN 


Ensamblaje de micro ttíbu las: En la mayoría de las células los microtúbu- 
los se extienden desde un centro organizador de microtúbulos, o centro- 
soma, localizado cerca del centro de la célula. En las células animales el 
centrosoma generalmente está constituido por un par de centríolos ro- 
deados por el material pericentriolar. El crecimiento de los microtubulos 
se inicia en el material pericentriolar, que así sirve para anclar sus extre- 
mos «menos». 

Organización de los microtubulos en el interior celular: La estabilización 
selectiva de los microtúbulos por modificación post-traduccíonal de la 
tubulina y la unión de proteínas asociadas a microtúbulos puede deter- 
minar la forma y la polaridad celular, así como la extensión de axones y 
dendritas de las células nerviosas* 

MOTORES MICRÜTUBULARE5 Y MOVIMIENTOS 

Identificación de proteínas motoras microtubulares: Dos familias de pro- 
teínas motoras, las qu i nesinas y las dinemas, son las responsables del 
movimiento a lo largo de los microtúbulos. La quinesina y la mayoría de 
las proteínas relacionadas con la quinesina se desplazan en dirección a] 
extremo «más», mientras que las díneínas y algunos miembros de la fa- 
milia de la quinesina se mueven hacia los extremos «menos» de los mi- 
crotúbulos. 

Transporte de mercancías y organización intracetular; El movimiento a 
lo largo de los microtúbulos transporta vesículas de membrana y orgánu- 
los a través del citoplasma, al igual que coloca los orgámúos citoplasmá- 
ticos en la célula. 

Cilios y flagelos: Los cilios y flagelos son extensiones de la membrana 
plasmática mantenidas por microtúbulos. Sus movimientos se producen 
por el deslizamiento de los microtúbulos, dirigido por la acción de moto- 
res de dineina. 

Reorganización de microtúbulos durante la mito sis: Los microtúbulos se 
reorganizan al principio de la mitosis para formar el huso acromático, 
que es responsable de la separación cromosómica. 


atraíase A, anafase B Movimiento cromosámico : Los cromosomas duplicados se alinean sóbre- 
la placa meta fásica. Durante la anafase de la mitosis, los cromosomas hi- 
jos se separan y migran a polos opuestos del huso mitótieo. La separa^ 
don cromosómica se produce por varios tipos de movimientos en los que 
participan distintas clases de microtúbulos del huso y proteínas motoras 
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Preguntas 

1. ’or qué los filamentos de actina po- 
uncí marcada polaridad? ¿Por qué es 
b polaridad de los filamentos de actina 
irr . rtante para la contracción muscular? 
1 , . é es e! intercambio rotatorio (tre- 

y a qué concentración de mo- 
*■: meros se produce? 
r Cómo afectarían la dtocalasina y la 
* 3 r. ■ '.dina al treadmilling de los filamen- 
to de actina? 

* Como regulan el ensamblaje y reno- 
vación de filamentos de actina la 
OF cofilina, la profilina v el complejo 
-- 2 / 3 ? 
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5. ¿Qué bandas o zonas de un sarcómero 
muscular modifican la longitud durante 
la contracción? ¿Por qué la banda A no 
cambia de longitud? 

6. ¿Cómo regula el Ca 7 la contracción 
de las células del músculo liso? 

7. ¿Cómo afectaría la expresión de 
siARN dirigidos frente a la vimentina al 
crecimiento de fibroblastos en cultivo? 
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Todas las células —tanto procariotas como eucariotas — están rodea- 
das por la membrana plasmática, que define el límite de la célula y separa 
su contenido interno del medio externo. Debido a que actúa como una ba- 
rrera selectiva al paso de las moléculas, la membrana plasmática determina 
la composición del citoplasma. En último término esto define la identidad 
de la célula, por lo que la membrana plasmática es una de las estructuras 
más importantes de la evolución celular De hecho, como se estudió en el 
Capítulo 1, se cree que la primera célula surgió al quedar rodeado un ARN 
autorreplicante por una membrana de fosfolí pidos. 

La estructura básica de la membrana plasmática de las células modernas 
es la bicapa lipídica, que es impermeable a la mayoría de las moléculas hi- 
drosolubles. Por tanto, el paso de iones y de la mayor parte de las molécu- 
las biológicas a través de la membrana plasmática es mediado por proteí- 
nas, que son las responsables del tráfico selectivo de las moléculas tanto al 
interior como al exterior celular. Otras proteínas de la membrana plasmáti- 
ca controlan las interacciones entre las células de los organismos multice- 
lulares y actúan como sensores a través de los cuales la célula recibe seña- 
les del medio. Por tanto, la membrana plasmática desempeña un papel 
doble: aísla al citoplasma e igualmente media las interacciones entre la cé- 
lula y su medio. 


Estructura de ia membrana plasmática 

Como todas las demás membranas celulares, la membrana plasmática está 
constituida por lípidos y proteínas. La estructura fundamental de la mem- 
brana es la bicapa lipídica, que forma una barrera estable entre dos compar- 
timentos acuosos. En el caso de la membrana plasmática estos comparti- 
mentos son el interior y el exterior celular Las proteínas embebidas dentro 
de la bicapa lipídica llevan a cabo las funciones específicas de la membrana 
plasmática, incluyendo el transporte selectivo de moléculas y el reconoci- 
miento intercelular. 

Bicapa lipídica 

La membrana plasmática es la membrana que se ha estudiado más a fondo 
de todas las membranas celulares, y la concepción actual que tenemos de la 
estructura de las membranas se debe, en gran medida, a las inv estigaciones 
sobre la membrana plasmática. Las membranas plasmáticas de los glóbulos 
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Figura 15.1 Estructura en bicapa de 
la membrana plasmática. Micrografía 
electrónica de un glóbulo rojo humano. 
Obsérvese la apariencia de «vía de 


Membrana 



tren» de la membrana plasmática. 


(Cortesía de J. David Robertson, Duke 
Urüversíty Medical Center.) 
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rojos sanguíneos de los mamíferos (eritrocitos) han sido particiilarmenü 
útiles como modelo para el estudio de la estructura de las membranas. Lo> 
glóbulos rojos de los mamíferos no contienen núcleo ni membranas inter- 
nas, por lo que representan una fuente a partir de la cual aislar fácilmente 
las membranas plasmáticas puras para su análisis bioquímico. De hecho 
los estudios sobre la membrana plasmática de los glóbulos rojos proporci - 
naron la primera evidencia de que las membranas biológicas estaban cons- 
tituidas por una bicapa lipídica, En 1925, dos científicos holandeses (E. Gor- 
ter y R. GrendeL) extrajeron los lípidos de membrana de un mime: 
conocido de glóbulos rojos, que se correspondían a una superficie conoddr 
de membrana plasmática. Entonces determinaron la superficie ocupada p 
una única capa de los lípidos extraídos, al extenderlos sobre una ínter tas* 
aire-agua. La superficie ocupada por la monocapa lipídica resultó ser el d - 
ble de la ocupada por las membranas plasmáticas eritrocíticas, lo que llewi 
a la conclusión de que las membranas estaban constituidas por bicapas lir - 
dícas en lugar de por monocapas. 

La estructura en bicapa de la membrana plasmática de los eritrocitos - 
pone de manifiesto claramente mediante microg rafias electrónicas de ele 1 
do aumento (Fig, 13.1). La membrana plasmática aparece como dos líneas 
densas separadas por un espacio intermedio — una morfología referida :r— - 
cuen tómente como apariencia de «vía de ferrocarril» — . Esta imagen se ob- 
tiene debido a la unión de los metales pesados el ectrod ensos, empleado* 
como tinción en la microscopía electrónica de transmisión (véase Cap 1 l 
sobre las cabezas polares de los fosfolípídos que de esta manera apareces 
como líneas oscuras. Estas líneas densas están separadas por la porción n- 
terna de la membrana, teñida muy ligeramente, que contiene las cadena- de 
ácidos grasos hidrofóbicas. 

Como se describió en el Capitulo 2, las membranas plasmáticas de las cé- 
lulas animales contienen cuatro fosfolípídos principales (fosfatidikolin* 
tos fatid i le taño lamina, tosfatidilserinj, y esfingomielina), que j un» 
constituyen más de la mitad de los lípidos en la mayoría de las membrana* 
Estos fosfolípídos se distribuyen de manera asimétrica entre las dos mili 
des de la bicapa de la membrana (Fig. 13.2), La capa externa de la mem cri- 
na plasmática está compuesta principalmente por fosfatidilcolina y esíing» 
mielina, mientras que la fosfatidiletanolamína y la fosfatidilserina son km 
fosfolípídos predominantes de la capa interna. Las cabezas, tanto la fosrifijj 
dilserina como el fosfátidilinositol, están cargadas negativamente, de formi 
que su predominancia en las caras internas resulta en una carga neta negpJ 
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Exterior celular 


Esfingomielina Glicolípido Fosfatidilcolina Celeste rol 



FosfatidiJserina FüsfatidWnosrtof FosfaNtífíeta no lamina 


Figura 13.2 Comportantes lipidíeos 
dé la membrana plasmática. La capa 
externa está constituida 
predominantemente por 
fosfatidilcolina, esfmgomielina y 
glicolípidoSn mientras que la capa 
interna contiene fosfatad ¡1 e tañóla mina, 
fosfatidilserina y fosfatidilinositol. 

El colesterol se distribuye en ambas 
capas. 5e indica ía carga neta negativa 
de las cabezas de fosfatidilserina y 
fosfatidilinositol. Las estructuras de 
fosfolípidps, gücolipidos y colesterol se 
muestran en las Figuras 2.7 „ 2.8 y 2.9, 
respectivamente. 
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z a en la cara citosólica de la membrana plasmática. Un quinto fosfolípido, 
f fosfatidilinositol, se encuentra también localizado en la capa interna de 
. membrana plasmática. Aunque el fosfatidilinositol es un componente 
ntitativamente minoritario, desempeña funciones relevantes en la endo- 
tosis (como se aborda en una sección posterior de este capítulo), en las 
uniones celulares (descrito en el Cap. 14) y en la señalización celular (reco- 
gido en ej Cap. 15), 

Además de los fosfoiípidos, las membranas plasmáticas de las células ani- 
ales contienen glicolípidos y colesterol. Los gücolipidos se encuentran ex- 
isi va mente en la capa externa de la membrana plasmática, con sus resi- 
:_;os hid roca rb onados expuestos a la superficie celular. Son componentes 
dativamente minoritarios, constituyendo sólo cerca del 2% de los lípidos de 
a mayoría de las membranas plasmáticas. El colesterol, por el contrario, es 
un componente mayoritario de las membranas de las células animales, es- 
rando presente en casi las mismas cantidades molares que los fosfoiípidos. 

Dos características generales de las bicapas fosfolipídicas resultan críti- 
r- para la fundón de la membrana. Primero, la estructura de los fosfolípí- 
ios es la responsable de la actuación de las membranas como barreras entre 
z os compartimentos acuosos. Debido a que el interior de la bicapa fosfoii- 
zica está ocupado por cadenas de ácidos grasos hid rof obleas, la membra- 

- a es impermeable a moléculas hld resolubles, incluyendo iones y la mayo- 
■ .a de las moléculas biológicas. Segundo, las bicapas de los fosíolípidos que 

- encuentran en la naturaleza son fluidos viscosos, no sólidos. Los ácidos 
crasos de la mayor parte de los fosfoiípidos naturales tienen uno o más 
enlaces dobles, que introducen codos en las cadenas hídrocarbonadas y dí- 
z cuitan su empaquetamiento. Por tanto, las largas cadenas hidrocarbona- 

. s de los ácidos grasos se mueven libremente en el interior de la membra- 
na, por lo que la membrana es ligera y flexible. Además, tanto los 
>sfolípídos como las proteínas son libres de difundir lateralmente dentro 
de la membrana — una propiedad fundamental para muchas de las fundo- 
nes de la membrana. 

Debido a su estructura en anillo rígido, el colesterol desempeña un papel 
; macterístico en la estructura de la membrana. El colesterol no formará una 
membrana por sí mismo, pero se inserta dentro de la bicapa de fosfoiípidos 
con sus grupos polares hidróxilo próximos a las cabezas de los fosfoiípidos 
v éase Fig. 13.2). Dependiendo de la temperatura, el colesterol tiene efectos 
diferentes sobre la fluidez de la membrana. A temperaturas altas el celeste- 
rol interfiere con el movimiento de las cadenas de ácidos grasos de los fos- 
: lípidos, lo que disminuye la fluidez de la parte externa de la membrana y 
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Figura 1 3.3 Estructura de las balsas 
lipídkas, Las balsas lipídicas 
se forman como consecuencia 
de 1 as interacciones entre 
esf ingom i elina , glícolíp idos 
y colesterol. 


reduce su permeabilidad a las moléculas pequeñas. A bajas tempera 
sin embargo, el co leste roí tiene el efecto opuesto: al interferir con las ín 
acciones entre las cadenas de los ácidos grasos el colesterol protege a 
membranas de congelarse v mantiene la fluidez de la membrana. El col 
rol constituye un componente clave de las membranas plasmáticas de 
células animales. Las células bacterianas y vegetales carecen de 
sino otros compuestos relacionados (esteróles o lí pidos similares a 
que desempeñan una función semejante. 

En lugar de difundir libremente en la membrana plasmática, el colesi 
y los esfmgolípidos (esfíngomielina y glieolípidos) tienden a agregarse 
pequeñas placas semísólidas conocidas como balsas Upídicas (Fig. 13 


Figura 11.4 Vísualización de las balsas Iipidlcas en la 
membrana plasmática. La tinción de la membrana plasmática 
de un ni aeróla go con el colorante fluorescente La urdan permite 
visualizar en ella los dominios lipidíeos muy ordenados (balsas 
lipídicas). (Adaptado de K. Gaus, y cois., 2003. Frac, Nati. Acad, 
So. USA. 100:15555.) 
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temperaturas de fusión de los esfing olí pidos son distintas de las de los 
i-* pidos derivados del gliceroí, de modo que las balsas se encuentran en 
m- ni . el superior al de la mayoría de la bícapa fosfoMpídica. Este hecho ha 
fcrrr.itido su visualización en las células vivas a través de la microscopía bi- 
PÉftfcüca {véase Fig. 132) con una sonda fluorescente sensible a la rigidez de 
iá r rapa fosfolipídica (Fig. 13.4). Como se comentará más adelante en este 
a: itulo, en las balsas lipídicas abundan las proteínas ancladas a GP1 y ab 
proteínas que participan en la señalización celular y la endocitosís. 

-*:teínas de membrana 

V_-r:ras los Lípidos son los elementos estructurales fundamentales de las 
pcmh ranas, las proteínas son las responsables de realizar las funciones es- 
Émrícas de la misma. La mayor parte de las membranas plasmáticas están 
ace - puestas por, aproximadamente, un 50% de lípidos y un 50% de proteí- 
en peso, constituyendo las fracciones hídrocarhonadas de los glicolípi- 
i - glicoproteínas de un 5% a un 10% de la masa de la membrana. Como 
proteínas son mucho más grandes que los lípidos, este porcentaje co- 
rrer nde a casi una molécula de protema por cada 50 o 100 moléculas de 
ir: ios. En 1972, Jonathan Singer y Garth Nicolson propusieron el modelo 
mosaico fluido de la estructura de la membrana, que actualmente está 
aceptado como el paradigma fundamental de la organización de todas las 
m embranas biológicas. En este modelo, las membranas se consideran fiui- 
á - bi dimensionales en los que las proteínas se insertan dentro de b icapas 
ki-cas (Fig. 133). 

Singer y Nicolson distinguieron dos clases de proteínas asociadas a la 
a - 7’ arana, a las que denominaron proteínas periféricas e integrales de 
membrana. Las proteínas periféricas de membrana se definieron operativa- 
■ --.re como proteínas que se disociaban de la membrana tras el tratamien- 
i. . n agentes polares, como soluciones de pH extremo o de alta concentra- 
óóc salina, que no rompen la bícapa fosfolipídica. Una vez disociadas de la 
membrana, las proteínas periféricas de membrana son solubles en lampo- 
as? acuosos. Estas proteínas no se insertan en el interior hidrofobia) de la 
É» apa lipidies. En vez de esto, se asocian indirectamente con las membra- 
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Figura 13.3 Modelo del mosaico 
fluido de la membrana plasmática. 

Las proteínas integrales de membrana 
se insertan dentro de la bícapa lipídíca, 
mientras que las proteínas periféricas 
se fijan a la membrana indirectamente 
mediante interacciones pro teína- 
pro teína. La mayoría de las proteínas 
integrales ele membrana es pro teína 
transmembrana, con porciones 
expuestas a ambos lados de la bícapa 
lipidies. La parte extrace luíar de estas 
proteínas aparece generalmente 
glicosilada, al igual que las proteínas 
periféricas de membrana unidas a 3a 
cara extern¿i de 3a misma. 
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Figura 13.6 Solubilización de las 
proteínas integrales de membrana 
mediante detergentes. Los 

detergentes (p. ej., octil glucósido) son 
moléculas antipáticas que contienen 
cabezas hidrofílicas v colas 
hidrofobias. Las colas hidrofóbícas se 
unen a las regiones hidrotóbvcas de las 
proteínas integrales de membrana, 
formando un complejo detergen te- 
proteína que es soluble en solución 
acuosa. 


ñas a través de interacciones proteína -proteína. Estas interacciones frecuen- 
temente implican enlaces iónicos, que se ven afectados por el pH extremo o 
la alta salinidad, 

A diferencia de las proteínas periféricas de membrana, las proteínas inte- 
grales de membrana solamente pueden ser liberadas mediante tratamientos 
que rompan la bicapa fosfolipídica, Estas proteínas integrales de membrana 
tienen partes que se insertan dentro de la bicapa Üpjdica, por lo que sólo 
pueden ser disociadas mediante agentes que alteren las interacciones hidro- 
fóbícas. Los agentes más comunes utilizados para la solubilización de las 
proteínas integrales de membrana son los detergentes, que son moléculas 
pequeñas antipáticas que contienen tanto grupos hidrofobias como hidnv 
filíeos (Fig, 13,6). Las porciones hidrofóbícas de los detergentes desplazar 
los lípidos de membrana y se unen a las porciones hidrofóbicas de las pro- 
teínas integrales de membrana. Debido a que el otro extremo de la molécu- 
la de detergente es hidrofílico, los complejos detergen te-pro teína son solu- 
bles en soluciones acuosas. 

Muchas proteínas integrales son proteínas transmembrana, que atravie- 
san la bicapa lipidien con partes expuestas a ambos lados de la membrana 
Estas proteínas se pueden observar en las mlcrografías electrónicas c 
las membranas plasmáticas preparadas mediante la técnica de criofractu: 
{véase Fig. L36). En estas muestras, la membrana se encuentra partida y se- 
parada en sus dos capas. Las proteínas transmembrana aparecen entonces 
como partículas sobre la cara interna de la membrana (Fig, 13.7), 


Figura 13,7 Micrografía electrónica de criofractura de 
membranas de glóbulos rojos sanguíneos humanos. 

Las partículas en la membrana son proteínas 
transmembrana. (Ha rol d H. Edwards/ Visitáis Uníimited,) 
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porción de las proteínas transmembrana que atraviesa la membrana 
* - generalmente ot-héíices de 20 a 25 aminoácidos hídrofóbicos que se 
Esertan dentro de la membrana del retículo endopiasmático durante la sín- 
fes^ de la cadena polipeptídica (véanse Fígs. 10.12-10.14). Estas proteínas 
«v rces se transportan en vesículas de membrana desde el retículo endo- 
r asmático al aparato de Golgi, y desde allí a la membrana plasmática. A las 
“ polipeptídícas se les añaden grupos carbohidrato, tanto en el retí- 
os endopiasmático como en el aparato de Golgi, por lo que la mayoría de 
ks proteínas transmembrana de la membrana plasmática son glicoproteí- 
mi- con sus oligosacáridos expuestos en la superficie de la célula. 

_ > estudios en glóbulos rojos han proporcionado buenos ejemplos de 
^ «teínas periféricas e integrales asociadas con la membrana plasmática. Las 
■¿me ranas de los eritrocitos humanos contienen cerca de una docena de 
¡pwteínas principales, que se identificaron originalmente mediante electrofo- 
en gel de preparaciones de membrana. La mayor parte de éstas son pro- 
has periféricas de membrana que se han identificado como componentes 
á- ritoesqueleto cortical, que subyace a la membrana plasmática y deterrru- 
m b forma celular (véase Cap. 12). Por ejemplo, la proteína periférica de 
Membrana más abundante de los glóbulos rojos es la espectrina, que es la 
•rin cipal proteína del ritoesqueleto de los eritrocitos (véase Fig, 12.14). Otras 
proremas periféricas de membrana de los glóbulos rojos son la actína, la an- 
^_.:.na v la banda 4.1. La anquirina es el principal puente de unión entre la 
Membrana plasmática y el ritoesqueleto, uniéndose a la espectrina y a la 
“ :eína integral de membrana banda 3. Un nexo adicional entre la mem- 
fcana y el cif oesqueleto lo proporciona la banda 4.1, que se fija a las uniones 
¿ espectrina y actina, así como a la glicoforina (la otra proteína integral de 
membrana importante de los eritrocitos). 

Las dos proteínas integrales de membrana principales de los glóbulos ro- 
zlicoforina y banda 3, proporcionan ejemplos bien estudiados de la es- 
(mctura de las proteínas transmembrana (Fig. 13.8). La glicoforina es una 
¿¿i-coproteína pequeña de 131 aminoácidos, con un peso molecular de apro- 
xi-'- adámente 3D.ÜÜÜ, del cual la mitad corresponde a la fracción de proteínas 
f a otra mitad a carbohidrato. La glicoforina atraviesa la membrana me- 
lante una única a-hélice de 23 aminoácidos y la porción amínotermínal está 
dicosilada y expuesta en la superficie celular. Aunque la glicoforina fue una 
á- las primeras proteínas transmembrana que se caracterizaron todavía se 
desconoce su función exacta. Por el contrario, sí que se conoce la función de 
a >tra proteína transmembrana principal de los glóbulos rojos. Esta protei- 
ca originariamente conocida como banda 3, es el transportador aniónico 
responsable del transporte de iones bicarbonato (HCO¡) y cloruro (O") a tra- 
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celular 
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Figura 1 3.8 Proteínas integrales de 
membrana de glóbulos rojos 
sanguíneos. La glicoforina (131 
aminoácidos) contiene una única 
a-hélice transmembrana. Está muy 
glicosilada, con 16 sitios de unión para 
los oligosacáridos en ia porción 
extracelular de la cadena polipeptídica. 
La banda 3 (929 aminoácidos) tiene 
múltiples a-hélices transmembrana 
y se cree que atraviesa la membrana 
14 veces. 
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Figura 13.9 Centro de re a edén f otosi ntético de una bacteria. El centro de 
reacción consta de tres proteínas transmembrana, denominadas L (roja), M 
(amarilla) y H (verde). Las subunidades L y M cada una tiene cinco a-hélices 
transmembrana, mientras que la sub unidad H solamente tiene una. La cuarta 
subunidad del centro de reacción es un cítocromo (blanco), que es una proteína 
periférica de membrana. 

ves de la membrana del glóbulo rojo. La cadena polípeptídíca de la banda 3 
consta de 929 aminoácidos y se cree que tiene 14 regiones en o -hélice que 
atraviesan la membrana. Dentro de la membrana, dímeros de la banda 3 
forman estructuras globulares que contienen canales internos a través de 
los cuales los iones son capaces de cruzar la b icapa lipídíca. 

Debido a su carácter antipático es muy difícil conseguir que las proteínas 
transmembrana cristalicen, como se requiere para un análisis estructural tri- 
dimensional por difracción de rayos X. La primera proteína transmembrana 
en ser analizada por cristalografía de rayos X fue el centro de reacción foto- 
sintético de la bacteria Rhodvpseudmnoms virtáis, cuya estructura fue publica- 
da en 1985 (Fig. 13.9). El centro de reacción está constituido por tres proteínas 
transmembrana, designadas por L, M y H, (del inglés Ught, médium y heavy, li- 
gera, media y pesada, respectivamente) en función de su tamaño aparente in- 
dicado por electroforesis en gel. Las subunidades L y M tienen cada una cin- 
co a-hélices que atraviesan la membrana. La subunidad H tiene únicamente 
una a-hélice transmembrana v la mayor parte de la cadena polipeptídíca se 
dispone sobre el lado citosólico de la membrana. La cuarta sub un idad del 
centro de reacción es un citocromo, que es una proteína periférica de mem- 
brana unida al complejo mediante interacciones profeína-pro teína . 

Aunque la mayoría de las proteínas transmembrana atraviesan la mem- 
brana medíante regiones de a-hélice, esto no siempre es así. Una excepción 
bien conocida la proporcionan las poninas — una clase de proteínas que for- 
man canales en las membranas externas de algunas bacterias—. Muchas 
bacterias, incluyendo E. cali, tienen un sistema doble de membranas en el 
que la membrana plasmática (o membrana interna) se encuentra rodeada 
por la pared celular y por una membrana externa diferenciada (Fíg. 13,10) 



} Membrana 
externa 


- Pared calu:¿ 


Figura 13.10 Membranas externas 
bacterianas. La membrana plasmática 
de algunas bacterias está rodeada por 
una pared celular con una membrana 
externa diferenciada. La membrana 
externa contiene porinas, que forman 
canales acuosos que permiten la libre 
circulación de iones y moléculas 
pequeñas. Las porinas atraviesan la 
membrana en forma de barriles fi. 


Espacio 
* periptásmicc 





537 


Membrana plasmática 


13 



Figura 1 3.1 1 Ejemplos de proteínas 
unidas a la membrana plasmática 
mediante lípídos y glicoUpidos. 

Algunas proteínas (p, ej., la proteína 
linfocitaria Thy-1 J se unen a la capa 
externa de la membrana plasmática 
mediante anclajes de GPI que se 
añaden a su C-terminal en el retículo 
endoplásmico. Estas proteínas son 
glicosiladas y expuestas en la 
superficie celula r Otras proteínas se 
unen a la capa interna de la membrana 
plasmática tras ser traducidas por los 
ribosomas citosólicos libres. La 
proteina Ras, que aquí se muestra, se 
une por un grupo premio fijado a la 
cadena lateral de una cisterna C- 
terminal y por un grupo palmito! lo 
unido a una cisterna localizada cinco 
aminoácidos más adelante. La proteína 
Src se une a través de un grupo 
miristoilo unido a su N-ferminal . U na 
región de Src con carga positiva 
también desempeña un papel en la 
asociación a la membrana, quizás por 
interactuar con las cabezas con carga 
negativa de la fosfatídüserina. Las 
estructuras de estos grupos lipidíeos y 
glicolipídicos se muestran desde las 
Figuras S.33 a 8.36. 


A diferencia de la membrana plasmática, la membrana externa es muy per- 
meable a los iones y a las moléculas pequeñas polares (en el caso de 
£ Lúlt , con pesos moleculares de hasta 600). Esta permeabilidad es debida a 
:5 porinas, que forman canales acuosos abiertos a través de la bicapa lipí- 
üca. Como se describió en el Capítulo 11, también se encuentran proteínas 
relacionadas con las pormas bacterianas en las membranas externas de las 
mitoeondrías y de los cloro plastes, 

El análisis estructural muestra que las porinas no contienen regiones 
a-hélices hidrofóbicas. En su lugar, atraviesan la membrana en forma de ba- 
rriles % en los que 8 a 22 láminas [i se pliegan para formar una estructura 
:on forma de barril que encierra un pon? acuoso. Las cadenas laterales de 
ios aminoácidos polares revisten el poro, mientras que las cadenas laterales 
de los aminoácidos hidrofóbicos interaccionan con el interior de la mem- 
brana. Algunas porinas están presentes en la membrana en forma de mono- 
meros, mientras que otras se asocian para formar multimeros estables, for- 
mando múltiples canales a través de los cuales pueden difundir moléculas 
polares a través de la membrana. 

A diferencia de las proteínas transmembrana, otros tipos de proteínas 
muchas de las cuales se comportan como protemas integrales de membra- 
na) se unen a la membrana plasmática por uniones envalentes a íípidos o a 
dicol ípidos (Fíg. 13.11). Una clase de estas proteínas se unen a la capa exter- 
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Figura 13*12 Movilidad de las 
proteínas de la membrana. Se 

fusionaron células de hombre y de 
ratón para obtener células híbridas. La 
distribución de las proteínas en la 
superficie celular se analizó utilizando 
anticuerpos antí-humano y anti -ratón 
marcados con diferentes tintes 
fluorescentes (rojo y verde, 
respectivamente). Las proteínas de 
hombre y de ratón se detectaron en 
diferentes mitades de las células 
híbridas inmediatamente después de la 
fusión, pero tras cuarenta minutos de 
incubación se habían entremezclado en 
la superficie celular. 


na de la membrana plasmática mediante anclajes de glicosilfosfatidilmosi- 
tol (GPI). Los anclajes de GPi se añaden a determinadas proteínas que se 
transfieren al retículo endoplasmático y que se unen a la membrana por una 
región C- terminal transmembrana (véase Fig. 10,17). El fragmento trans- 
membrana se escinde cuando se añade el anclaje de GPI, por lo que estas 
proteínas permanecen unidas a la membrana solamente por el glicolípido. 
Puesto que las cadenas polipep tí dicas de las proteínas andadas mediante 
GPI se transfieren al retículo endoplasmático, son glicosiíadas y expuestas 
en la superficie de la célula tras ser transportadas a la membrana plasmática, 

Otras proteínas se unen a la capa interna de la membrana plasmática a 
través de lípidos asociados por enlace covalente. Estas proteínas, en vez de 
ser procesadas a través de la vía secretora, se sintetizan en ribosomas cito- 
sólicos libres y son modificadas después por la adición de lípidos. Estas mo- 
dificaciones incluyen la adición de ácido mirística (un ácido graso de 14 car- 
bonos) al amino terminal de la cadena polipeptídíca, la adición de ácido 
palmítico (16 carbonos) a las cadenas laterales de restos de cisterna, y la adi- 
ción de grupos prenilo (15 o 20 carbonos) a las cadenas laterales de los res- 
tos de cisterna earboxilo terminales (véanse Figs. 833-8.35), En algunos ca- 
sos, el destino en la membrana de estas proteínas (muchas de las cuales se 
comportan como proteínas periféricas de membrana) está marcado, además 
de por la unión de los lípidos, por regiones de la cadena polipeptídíca 
cargadas positivamente. Estos dominios de proteínas con carga positiva 
pueden interaccionar con los grupos cargados negativamente de la cabeza 
de la fosfatidilserma en la cara diosólica de la membrana plasmática. Hay 
que destacar que muchas de las proteínas unidas a la capa interna de la 
membrana plasmática (incluyendo las proteínas Src y Ras mostradas en 
la Fig. 13,11) desempeñan un papel importante en la transmisión de señales 
desde los receptores de superficie celulares a las dianas in trace! ula res, como 
se verá en el Capítulo 15. 

Movilidad de las proteínas de la membrana 

Las proteínas de la membrana y los fosfolípidos no pueden saltar hacia ade- 
lante y hada atrás entre las capas interna y externa de la membrana a una 
velocidad apreciable. Sin embargo, debido a que se insertan en una b icapa 
lipídica fluida, tanto ¡as proteínas como los lípidos son capaces de difundir- 
se lateralmente a través de la membrana. Este movimiento lateral se rnostr 
por primera vez de forma directa en un experimento publicado por Larn 
Erye y Michael E di din en 1970, que supuso un apoyo al modelo del most- 
eo fluido, Frye y Edidm fusionaron células humanas y de ratón en un tuk. 
vo para obtener células híbridas ratón-humanas (Fig, 13.12), Analizaron 
después la distribución de las proteínas en las membranas de estas células 
híbridas empleando anticuerpos que reconocían específicamente las prote 
ñas de origen humano y de ratón. Estos anticuerpos se marcaron con disti- 
tos tintes fluorescentes, por lo que las proteínas humana y de ratón podían 
distinguirse por microscopía de fluorescencia. Inmediatamente después de 
la fusión, las proteínas de hombre y de ratón se localizaron en mitades dite* 
rentes de las células híbridas. Sin embargo, después de un breve período de 
incubación a 37 °C, las proteínas de hombre y de ratón se encontraban tota 
mente mezcladas sobre la superficie celular, lo que indicaba que se mo\ ian 
libremente a través de la membrana plasmática. 

Sin embargo, no todas las proteínas son capaces de difundir libremente 
por la membrana. En algunos casos, la movilidad de las proteínas de men 
brana se encuentra restringida por su asociación con el cítoesqueleto. P r 
ejemplo, una fracción de la banda 3 en la membrana de los glóbulos rqos 
está inmovilizada debido a su unión con La a n quima y la espec trina. Ed 
otros casos, la movilidad de las proteínas de membrana puede estar restrir- 
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Figura 15.13 Célula epitelial 
Intestinal polarizada. La superficie 
apical de la célula contiene 
microvellosí dados y está especializada 
en la absorción de nutrientes desde la 
luz intestinal. La superficie basolateral 
está especializada en La transferencia 
de los nutrientes absorbidos ai tejido 
conectivo subyacente, que contiene 
capilares sanguíneos. Las uniones 
estrechas separan los dominios apical 
y basolateral de la membrana 
plasmática. Las proteínas de 
membrana se difunden libremente 
dentro de cada dominio, pero no son 
capaces de cruzar de un dominio al 
otro. 


Lámina 


Tejido conectivo 


Capilar sanguíneo 


r :i por su asociación con otras proteínas de membrana, con proteínas de 
& superficie de células adyacentes o con la matriz extra celular. 

A diferencia de los glóbulos rojos, las células epiteliales se polarizan cuando 
están organizadas en tejidos, de tal manera que diferentes partes de la célula 
fcr an a cabo distintas funciones. Por tanto, las membranas plasmáticas de 
* uchas células epiteliales se dividen en los dominios apical y basolateral que 
ábi-ren en fundón y en composición de proteínas (Fig, 13.13). Por ejemplo, 
fe* células epiteliales del intestino delgado actúan absorbiendo nutrientes 
fcde el tracto digestivo. La superficie apical de estas células, que encara la 
k.r intestinal, está cubierta por micro vellosidades, que incrementa su área 
:f superficie y facilita la absorción de nutrientes. La superficie basolateral, 
que encara al tejido conectivo subyacente y al aporte sanguíneo, está espe- 
dí fizada en la transferencia hada la circulación de los nutrientes absorbi- 
é Para mantener estas funciones diferenciadas, la movilidad de las proteí- 
nas de la membrana plasmática debe estar restringida a los dominios 
pertinentes de la superficie celular. Uno de los mecanismos por el que esto 
dene lugar implica la formación de uniones estrechas (que se tratan en el 
Cap. 14) entre las células adyacentes del epitelio. Estas uniones no sólo se- 
lan el espacio entre las células sino que también sirven como barreras para 
f movimiento de los lípidos y proteínas de membrana. Como resultado, las 
proteínas son capaces de difundir tanto dentro del dominio apical como del 
basolateral de la membrana plasmática pero no son capaces de cruzar de un 
dominio a otro. 

La composición lipídica también puede influir en la difusión libre de las 
proteínas de membrana. Como se ha reseñado anteriormente, las proteínas 
rodadas a GP1 se agrupan en balsas lipídicas, en las que abundan la esfin- 
¿omielina, los glieolípidos y el colesterol (véase Fig. 13.3). Por otra parte, 
arios tipos de proteínas de membrana entran y salen de las balsas, lo que 
facilita la agrupación de estas proteínas para procesos como el movimiento 
o la señalización celular. De igual modo, las balsas lipídicas pueden estabi- 
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Figura 1 3. 14 Glicocálix. Micrograffa electrónica de epitelio 
intestinal mostrándose el glicocálix (flechas), (Don 
Fawcett/Visuals LfnJimited.) 



fizarse medíante interacciones con el citoesqueleto a través de proteínas pe- 
riféricas de membrana, como caveolina, que se asocia a un subtipo de balsas 
lipídicas conocidas como caveolas. Como se tratará más adelante en este ca- 
pítulo, las caveolas intervienen en la endocitosis. 

Clicocálix 

Como ya se ha visto, las porciones extracelulares de las proteínas de la 
membrana plasmática generalmente se encuentran glicosiladas. Del mismo 
modo, las fracciones hidrocarbonadas de los glicolípidos se exponen en la 
cara externa de la membrana plasmática. Como consecuencia, la superficie 
de la célula está cubierta de un manto de car bohid ratos, conocido como el 
glicocálix, constituido por Los oligosacáridos de ios glicolípidos y de las gl:- 
coproteínas transmembrana (Eig. 13,14), 

El glicocálix protege a la superficie celular frente al estrés iónico y mecá- 
nico, además de crear una barrera frente a microorganismos invasores. Ade- 
más, los oligosacáridos del glicocálix participan como marcadores de vario* 
tipos de interacciones célula-célula. Un ejemplo bien estudiado de un^ 
interacción fisiológica en la que interviene el glicocálix de los glóbulos blan- 
cos sanguíneos (leucocitos) a las células endoteliales que limitan los vas - 
sanguíneos — proceso que permite a los leucocitos abandonar el sistema cir- 
culatorio e intervenir en la respuesta inflamatoria en los tejidos dañados — 
El primer paso en ia adhesión entre Los leucocitos y las células endotelialtr 
está mediado por una familia de proteínas transmembrana denominad a~ 
se lee tinas, que reconocen carbohidratos específicos de la superficie celular 
(Fíg. 13.15). Dos miembros de la familia de las selectinas (E-selectina y F-h- 
lectína), que se expresan en las células endoteliales y en las plaquetas, se 
unen a oligosacáridos específicos expresados en la superficie de los leucoci- 
tos* Una selectína diferente (L-selectina) se expresa en los leucocitos y reco- 
noce un oligosacárido en la superficie de las células endoteliales. Por tan tí 
los oligosacáridos expuestos en la superficie celular proporcionan un con- 
junto de marcadores que ayudan a identificar los distintos tipos de células 
de los organismos pluricelulares. 

Transporte de moléculas pequeñas 

La célula mantiene su composición interna debido a que ia membrana plas- 
mática es selectivamente permeable a las moléculas pequeñas. La mayor . 
de las moléculas biológicas es incapaz de difundir a través de la bicapa h>- 
folipídica, por lo que la membrana plasmática constituye una barrera qut 
impide el libre intercambio de moléculas entre el citoplasma y el medio ex- 
terno de la célula. Son las proteínas de transporte específicas (protein¿~ 
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Figura 13.15 Unión de tas selectinas 
a los oligosacáridos. La E-selectina es 
una proteína transmembrana que se 
expresa en los leucocitos que se une a 
un oligosacárido de la superficie de las 
células endoteliaJes. El oligosacárido 
reconocido por la L-sdectiria contiene 
N-acetilglucosamína (GlcNAc), fucosa 
(Fue), galactosa (Gal) y ácido siálico 
(ácido N-acetílneuramírüco, NANA). 


transportadoras carriers y las proteínas de canal) las responsables del tránsi- 
to selectivo de las moléculas pequeñas a través de la membrana, permitien- 
do a la célula controlar la composición de su citoplasma. 

Difusión pasiva 

El mecanismo más sencillo mediante el que las moléculas pueden atravesar 
ki membrana plasmática es la difusión pasiva. En la difusión pasiva una 
snoiécula se disuelve en la bicapa fosfolípídica, difunde a través de ella, y 
después se disuelve en la solución acuosa al otro lado de la membrana. No 
rntemene ninguna proteína de membrana y la dirección del transporte vie- 
ne determinada simplemente por las concentraciones relativas de la molé- 
mia dentro y fuera de la célula. El flujo neto de las moléculas se produce a 
tacar de su gradiente de concentración — desde un compartimento con una 
concentración elevada de la molécula a otro con una concentración inferior 
Por tanto, la difusión pasiva es un proceso no selectivo por el que cual- 
quier molécula capaz de disolverse en la bicapa fosfolípídica es capaz de 
atravesar la membrana plasmática y alcanzar el equilibrio entre el interior y 
el exterior celular. Es importante señalar que sólo las moléculas pequeñas y 
relativamente hidrofobias son capaces de difundir a través de la bicapa 
fosfolípídica a una velocidad significativa (Fig. 13.16). De esta manera, los 
£ases (como el Ü 2 y el C0 2 ), las moléculas hidrofóbícas (como el benceno), y 
las moléculas pequeñas polares pero sin carga (como el H ; 0 y el etanol) son 
rapaces de difundir a través de la membrana plasmática. Sin embargo, otras 
moléculas biológicas son incapaces de disolverse en el interior hidrofóbico 
je la bicapa fosfolípídica. Debido a esto, las moléculas polares grandes no 
argadas, como la glucosa, son incapaces de atravesar la membrana plas- 
mática por difusión pasiva, al igual que tampoco lo pueden hacer las molé- 
culas cargadas, independientemente del tamaño (incluyendo iones peque- 
ños como H , Na% K + , Ca 2h y Cl ). El transporte de estas moléculas a través 
de la membrana requiere la participación de proteínas de canal y transpor- 
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Figura 13. T6 Permeabilidad da las 
bitapas fosfolipídicas. Los gasas, las 
moléculas hidrofábicas y Jas pequeñas 
moléculas polares sin carga pueden 
difundir a través de las bicapas 
fosfolipídicas. No pueden hacerlo las 
moléculas polares más grandes ni las 
moléculas cargadas. 
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ta dores específicos que de esta forma controlarán el tráfico de la mayoría de 
las moléculas biológicas dentro y fuera de la célula. 

Difusión facilitada y proteínas transportadoras 

La difusión facilitada, al igual que la difusión pasiva, implica el movimien- 
to de las moléculas en la dirección determinada por sus concentraciones re- 
lativas dentro y fuera de la célula. No interviene ninguna fuente de energía 
externa, por lo que las moléculas se desplazan a través de la membrana en 
la dirección determinada por sus gradientes de concentración y, en el cñ=n. 
de las moléculas cargadas, por el potencial eléctrico a través de la membra- 
na. Sin embargo, la difusión facilitada se diferencia de la difusión pasiva en 
que las moléculas transportadas no se disuelven en la bicapa fosfolipídica 
En su lugar, su tránsito viene mediado por proteínas que permiten a las mo- 
léculas transportadas atravesar la membrana sin interaccionar di rectamente 
con su interior hidrofóbico. Por tanto, la difusión facilitada permite a las 
moléculas cargadas ya las polares, como carbohidratos, aminoácidos, nu- 
deósídos e iones, atravesar la membrana plasmática. 

Se suelen distinguir dos clases de proteínas que intervienen en fa difu- 
sión facilitada: proteínas transportadoras y proteínas de canal. Las prole: 
ñas transportadoras se unen, en un lado de la membrana, a las moléculas 
específicas que han de ser transportadas. Después sufren un cambio confor- 
macional que permite que la molécula pase a través de la membrana y sea 
liberada al otro lado. En cambio, las proteínas de canal forman poros abs t r- 
íos a través de la membrana y permiten la libre difusión de cualquier moi-- 
cuJa del tamaño y carga apropiados. 

Las proteínas transportadoras son las responsables de la difusión facilita- 
da de los azúcares, aminoácidos y núcleos id os a través de la membrana 
plasmática de la mayoría de las células. La entrada de la glucosa, que es h 
fuente principal de energía metabólica, es una de las fundones de transpor- 
te más importantes de la membrana plasmática, y el transportador de glu- 
cosa proporciona un ejemplo bien estudiado de una proteína transportad - 
ra. El transportador de glucosa se identificó inicialmente como una proteica 
de 55-kDa en los glóbulos rojos sanguíneos humanos, donde representa 
aproximadamente el 3% de la proteína total de la membrana. El aislairuer' 
y el análisis posterior de la secuencia de un don de ADNc revelaron que d 
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Figura 13.17 Estructura del 
transportador de la glucosa. 

El transportador de la glucosa tiene 
12 a-helices transmembrana- Los restos 
aminoaddicos polares situados dentro 
de la bicapa fosfolipídica vienen 
indicados como círculos morado 
oscuro. ( Adaptado de G. L Beil P C. R 
Burant, J- Takeda y G. W. Gemid, 1993. 

I BicL Chem. 268: 1916L) 


reportador de glucosa presenta 12 segmentos transmembrana en ct-héii- 
—una estructura típica de muchas proteínas transportadoras (Fig. 
13 17) — . Estas a-hélices transmembrana están compuestas, fundamental- 
mente, por aminoácidos hidrotóbicos pero varias también contienen restos 
irrinoacídicos polares que se cree que forman parte del sitio de unión de la 
glucosa en el interior de la pro teína, 

Al igual que sucede con muchas proteínas de membrana, no se conoce la 
estructura tridimensional del transportador de la glucosa, por lo que el me- 
crismo molecular del transporte de la glucosa es una incógnita. Sin em- 
- . :ro, los estudios cinéticos indican que el transportador de la glucosa fun- 
d na alternando entre dos conformaciones (Fig. 13>18), En la primera 
a nformadón, el sitio de unión a la glucosa se sitúa frente al exterior de la 
eeíula. La unión de la glucosa a este sitio induce un cambio conformación al 
«r el transportador, de tal manera que el sitio de unión de la glucosa ahora 
^ sitúa frente al interior celular. Entonces la glucosa puede ser liberada en 
ritosol y el transportador recupera su conformación inicial. 
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Figura 13.18 Modelo para la 
difusión facilitada de la glucosa. El 

transportador de la glucosa alterna 
entre dos conformaciones en donde el 
sitio de unión de la glucosa se 
encuentra alternativamente expuesto 
al exterior y al interior celular. En la 
primera conformación mostrada (A), la 
glucosa se fija al sitio expuesto al 
exterior de la membrana plasmática. El 
transportador entonces sufre un 
cambio conforma dona 1, de manera 
que el sitio de unión de la glucosa 
encara al Interior de la célula y la 
glucosa se libera al cítosol (B). 
Entonces, el transportador recupera su 
conformación original (C), 
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Figura 13.19 Estructura de una acuaporina. Las acuaporinas posten seis 
a-hélices Ira remembraría (azul) que forman unos angostos canales acuosos 
que atraviesan la membrana. Oras dos asas crean dos semíhélices (verde) que 
se pliegan hada el canal. El canal contiene un poro estrecho que permite el paso 
individual de moléculas de agua (red) e impide la traslocación de iones con carga. 


La mayoría de las células, incluyendo los eritrocitos, están expuestas a 
concentraciones de glucosa extra célula res más altas que las existentes en el 
interior de la célula, por lo que la difusión facilitada da lugar a un flujo neto 
de la glucosa hacia el interior. Una vez que la glucosa es captada por estas cé- 
lulas, se meta bol iza rápidamente por lo que la concentración intracelular de 
glucosa permanece baja y la glucosa se sigue transportando hacia el interior 
celular desde el fluido extracelular. Sin embargo, debido a que los cambios 
conformad c>nales en el transportador de glucosa son reversibles, la glucosa 
puede ser transportada en la dirección opuesta simplemente invirtiendo le- 
pases de la Figyira 13.18. Ese flujo inverso ocurre, por ejemplo, en las célula- 
hepáticas, en donde la glucosa se sintetiza y se libera a la circulación. 
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Figura 15.20 Modelo de un canal 
iónico. En la con fürm a ción ce rra da , el 
flujo de los iones está bloqueado por 
una puerta. La apertura de te puerta 
permite a los iones fluir rápidamente a 
través del canal El canal contiene un 
poro estrecho que? restringe el tránsito 
a los iones del tamaño y carga 
apropiados. 


Canales iónicos 

A diferencia de las proteínas transportadoras, las proteínas de canal simple- 
mente forman poros abiertos en la membrana, permitiendo a las molécula 
de pequeño tamaño y carga apropiada pasar libremente a través de la bica- 
pa lipídica, Un grupo de proteínas de canal descritas anteriormente son le- 
porinas, que permiten el libre tránsito de iones y moléculas polares peque- 
ñas a través de las membranas externas de las bacterias (véase Fig. 13.10 
Las proteínas de canal también permiten el paso de moléculas entre las cé- 
lulas conectadas entre sí mediante uniones de tipo «gap», que se tratarán er 
el Capítulo 14 Las membranas plasmáticas de diversas células animales ; 
vegetales diferentes también contienen proteínas de canal para el agua 
(acu a podrías ), a través de las cuales las moléculas de agua pueden cruzar 
membrana mucho más rápidamente de lo que pueden difundir a través de 
la bí capa fosfolipídica (Fig. 13,19), Por lo general, las a cu a por i ñas aumenta - 
el flujo de agua a través de las capas de células epiteliales. En las células ve- 
getales, las acuaporinas desempeñan unos papeles destacados en el trans- 
porte ascendente de moléculas de agua en el tallo y en la regulación de la 
transpiración en las hojas. En las células animales, las acuaporinas mantie- 
nen el equilibrio hídrico en el cerebro y expulsan el sudor de la piel. Un ras- 
go destacado de las acuaporinas es su impermeabilidad a los iones carg: 
dos, por lo que permiten el paso libre de moléculas de agua sin alterar e 
gradiente electroquímico de la membrana plasmática. 

Sin embargo, las proteínas de canal mejor caracterizadas son los cana le- 
iónicos, que intervienen en el tránsito de los iones a través de la membrana 
plasmática. Aunque los canales iónicos están presentes en las membranas 
de todas las células, han sido especialmente bien estudiados en el nen io 
células musculares, donde su apertura y cierre regulados son los responsa- 
ble de la transmisión de las señales eléctricas. Tres propiedades de los cana- 
les iónicos son fundamentales para su función (Fig. 13.20). En primer lugar 
el transporte a través de los canales es extremadamente rápido. Más de ur 
millón de iones por segundo fluyen a través de los canales abiertos — una 
velocidad de flujo aproximadamente mil veces mayor que la velocidad 
transporte mediante proteínas transportadoras—* En segundo lugar, los ca- 
nales iónicos son altamente selectivos debido a que el estrecho poro del c¿- 
nal restringe el paso a aquellos iones de un tamaño y carga apropiados. Dt 
esta manera, proteínas de canal específicas permiten ei tránsito de Na K 
Ca : ^ y Cl" a través de la membrana. En tercer lugar, la mayoría de los cana- 
les iónicos no se encuentran permanentemente abiertos. En su lugar, h 
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ape" ura de los canales iónicos viene regulada por ^puertas» que se abren 
ée r rma transitoria en respuesta a estímulos específicos. Algunos canales 
|c t" minados canales regulados por ligando) se abren en respuesta a la 
- de ne uro transmisores u otras moléculas señal; otros (denominados 
es regulados por voltaje) se abren en respuesta a variaciones en el po- 
tencial eléctrico a través de la membrana plasmática. 

I napel fundamental que desempeñan los canales iónicos en la transmi’ 
ser de ios impulsos eléctricos fue elucidado a través de una serie de ele- 
girles experimentos publicados por Alan Hodgkin y Andrew Huxley 
£r ^52. Estos investigadores emplearon como modelo las células nerviosas 
r cines del calamar. Los axones de estas neuronas gigantes tienen un diá- 
m tro de aproximadamente 1 mm, lo que hace posible la inserción de elec- 
trodos v la medida de la variación en el potencial de membrana que tiene 
durante la transmisión de los impulsos nerviosos. Mediante este abor- 
Hodgkin y Huxley demostraron que los cambios en el potencial de 
t mbrana se debían a La apertura y cierre regulados de los canales de Na V 
S en la membrana plasmática. Posteriormente se pudo estudiar la actividad 
de ? canales iónicos individuales empleando la técnica de pnfch clatnp 
|d técnica de registro de zona») desarrollada por Erwin Neher y Bert Sak- 
w^r.n en 1976 (Fig. 13.21). En este método se emplea una micropipeta con un 
£ -metro en la punta de aproximadamente 1 Jim para aislar un pequeño tro 
M, de la membrana; esto permite analizar el flujo de los iones a través de un 
■ruco canal y estudiar con mayor precisión la actividad de los canales iónicos. 

I. flujo de los iones a través de los canales de membrana depende de que 
i rorme un gradiente iónico a través de la membrana plasmática. Todas las 
ulas, incluyendo las células nerviosas y las musculares, tienen bombas i ó- 
■ :as «que se describirán en la siguiente sección) que utilizan la energía deri- 
'• ¿da de la hidrólisis del ATP para realizar un transporte activo de iones a 
través de la membrana plasmática. El resultado es que la composición ióni- 
3 del citoplasma es sensiblemente diferente a la del fluido extracelular (Ta- 
fea 13.1), Por ejemplo, el Na 1 es bombeado activamente fuera de las células 
r rntras que el K‘ es bombeado hacia dentro. Debido a esto, en el axón de 
chamar la concentración de Na + es casi 1 U veces más alta en el fluido extra- 
r. alar que dentro de la célula, mientras que la concentración de K + es apro- 
i. m adámente 2U veces mayor en el citosol que en el medio circundante. 

Debido a que ios iones están cargados eléctricamente, su transporte su- 
pone que se establezca un gradiente eléctrico a través de la membrana. En el 
: án en reposo del calamar hay un potencial eléctrico de aproximadamente 
- mV a través de la membrana plasmática, siendo el interior de la célula 
- cativo con respecto al exterior celular (Fig. 1 3.22), Este potencial eléctr ico 
debe a las bombas iónicas y al flujo de los iones a través de los canales 
cue estén abiertos en la membrana plasmática de la célula en reposo. La 
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■ El axón gigante de calamar es 
aproximadamente 100 veces mayor 
en su diámetro que los axones 
típicos de mamíferos. Su gran 
diámetro permite la transducrión 
de impulsos nerviosos a gran 
velocidad, lo que es vital para fa 
rápida respuesta de huida de los 
calamares en presencia de 
depredadores. 


Tabla 13.1 Concentraciones 

iónicas extracelulares 
e íntraceiulares 


lón 

Concentración (mÁf) 
intracelutar Extracelular 

Axón de calamar 


K 4 

400 

20 

Na* 

50 

450 

Cl- 

40-150 

560 

Ca 24 

0,0001 

10 

Célula de mamífero 


K 4 

140 

5 

Na 4 

5-15 

145 

cr 

4 

llü 

Ca 2 * 

0,0001 

2,5-5 


Figura 13.21 Técnica de patch- 
damp (o de registro de zona), 

5e aísla un pequeño trozo de 
membrana en la punta de una 
micropipeta. Entonces se puede aplicar 
un estímulo desde dentro de la pipeta, 
lo que permite medir el 
comportamiento del canal atrapado, 
(Adaptado de L, Neher y B. Sakmann. 
1992. Sel Am. 266(3): 44.) 
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Figura 13.22 Gradientes iónicos y 
potencial de membrana en reposo 
del axón de calamar gigante. 

Solamente se representan las 
concentraciones de Na' y K' debido a 
que éstos son los iones que actúan en la 
transmisión del impulso nervioso. El 
Na" es bombeado fuera de la célula, 
mientras que el K" es bombeado bada 
el interior, por lo que la concentración 
de Na + es superior en el exterior que en 
el interior del axón, y la concentrador! 
de K ' es mayor dentro que fuera. La 
membrana en reposo es más 
permeable al K " que al Na" u otros 
iones porque contiene canales de K" 
abiertos. El flujo de K" a través de estos 
canales supone una mayor aportación 
al potencial de membrana en reposo de 
-60 mV, que estará próximo al 
potencial de equilibrio del K . 



Exterior 


Potencial 

de 

membrana 
-60 mV 


■ Se cree que las concentra dones 
disminuidas del neurotransmtsor 
serotonína en las smapsis 
neu roñales, juegan un papel clave 
en la depresión clínica. Los 
medicamentos como el Prozac, que 
se emplean para el tratamiento de 
fa depresión, son inhibidores 
selectivos de fa reabsorción de 
serotonína (SSRl: seíectíve 
serotonin re-uptake ínMbÜors). 
Como el propio nombre indica, Los 
SSRJ bloquean selectivamente fa 
acción de los transportadores 
responsables de fa reabsorción de 
serotonína por parte de la neurona 
presínáptka, dando lugar a 
concentraciones aumentadas de 
serotonína en la sinopsis. 


membrana plasmática de los axones en reposo de calamar contiene canales 
de K + abiertos, por lo que es más permeable ai K + que al Na" o a otros iones 
Como consecuencia, el flujo de fC supone la principal aportación al poten- 
cial de membrana en reposo. 

Como se describió en el Capítulo 11, el flujo de los iones a través de la 
membrana está dirigido tanto por el componente de la concentración come 
por el componente del voltaje de un gradiente electroquímico. Por ejemplo, 
la concentración 20 veces superior de K" en el interior del axón de calamar 
medio extraceluíar dirige el flujo de K7 hacia el exterior celular Sin embar- 
go, debido a que el K' se encuentra cargado positivamente, este flujo de IC 
desde la célula genera un potencial eléctrico a través de la membrana en- 
contrándose el interior de la célula cargado negativamente. Este potencia' 
de membrana se opone al flujo continuo de K + hada el exterior de la célula 
por lo que el sistema alcanza el estado de equilibrio en el que el potencial de 
membrana contrarresta al gradiente de concentración del K\ 

Cuantitativamente, la relación entre la concentración iónica y el potencia 
de membrana viene dada por la ecuación de Nernst: 



ln 



donde V es el potencial de equilibrio en voltios, R es la constante de los ga- 
ses, T es la temperatura absoluta, z es la carga del ion, F es la constante de 
Faraday, y C 0 y C , son las concentraciones del ion en el exterior y en el inte- 
rior celular, respectivamente. Existe un potencial de equilibrio para cada ion 
por separado, y el potencial de membrana viene determinado por el flujo de 
todos los iones que atraviesan la membrana plasmática. Sin embargo, deb+ 
do a que los axones de calamar en reposo son más permeables al JO que 
Na’ o que a otros iones (incluyendo O ), el potencial en reposo de membra- 
na (-60 mV) se encuentra próximo al potencial de equilibrio determinada 
por las concentraciones intr a celulares y extracelulares de K + (-75 mV). 

A medida que los impulsos nerviosos (potenciales de acción) viajan a k 
largo de los axones, la membrana se despolariza (Fig. 13. 23). El potencia 
de membrana varía desde -60 mV a, aproximadamente, +30 mV en menos 
de un milisegundo, tras lo cual vuelve a ser negativo y retoma a su valor de 
reposo. Estos cambios se deben a la aper tura y cierre rápido y secuenrial de los 
canales de Na + y K 4 regulados por voltaje. Una variación pequeña del pe- 
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- a U.23 Potencial de 
Membrana y canales iónicos durante 
¡r potencial de acción. (A) Variación 
z=l potencial de membrana en un 
-■ 'del axón gigante de calamar 
es de un estímulo, y £ K son 
revéndales de equilibrio para el 
" y el Kf, respectivamente. (B) 
o. el potencial de membrana 
nía a medida que se abren ios 
5 de Na + regulados por voltaje, 
fterues, el potencial de membrana 
= por debajo de su valor de reposo a 
pedida que los canales de Na’ se 

r.van y los canales de K + regulados 
oltaje se abren. Entonces los 
des de K* regulados por voltaje se 
ti van, y el potencial de membrana 
ma a su valor de reposo, 


Canales de Na"" regulados por voltaje abiertos 



+30 mV 


Canales de Na + regulados por voltaje cerrados 
Canales de K + regulados por voltaje abiertos 




Reposo 
_ -60 mV 


---cial de membrana {de -óü mV a -40 mV) provoca la rápida apertura de 
fes canales de Na’. Esto permite el flujo de Na + al interior celular, motivado 
arito por su gradiente de concentración como por el potencial de membra- 
-j La repentina entrada de Na + causa una gran alteración en el potencial de 
-embrana, que aumenta a cerca de +30 mV, acercándose al potencial de equi- 
pe no del Na + que es aproximadamente +5Ü mV. En ese momento se inacti- 
an los canales de Na + y se abren los canales de K~ regulados por voltaje, 
aumentando sensiblemente la permeabilidad de la membrana al KL El KL 
entonces sale rápidamente de la célula, debido tanto al potencial de mem- 
zurana como al gradiente de concentración del K', lo que provoca que el po- 
-encia-1 de membrana descienda rápidamente hasta valores de -75 mV (el 
r tendal de equilibrio del K + ). Entonces se inactivan los canales de K + regu- 
¿ios por voltaje v el potencial de membrana retoma a su nivel de reposo de 
-t?0 mV, determinado por el flujo de K + y de otros iones a través de los carn- 
ea que permanecen abiertos en las células no estimuladas. 


Animación web 


Una sinopsis química 

La llegada de un impulso nervioso al 
final de una neurona, desencadena 
ta fusión de las vesículas sinópticas 
con la membrana plasmática, liberando 
así los neurotransmisores. 
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Impulso 

nervioso 


Cana! 
regulado 
por ligando 
(cerrado) 


Membrana 
plasmática 
de la célula 
diana 


Ñau retransmisor Vesícula sináptica 



Figura 13,24 Señalización por la 
liberación de neurotrans miso res en 

una si na p sis. La llegada de un 

impulso nervioso al terminal de una 
neurona es una señal que induce la 
fusión de las vesículas sinópticas con la 
membrana plasmática, lo que da lugar 
a la liberación del neurotransmisor 
desde la célula presLnáptica a la 
hendidura sináptica. El 
neu retransmisor se une a los 
receptores y abre los canales iónicos 
regulados por ligando en la membrana 
plasmática de la célula diana. 



La despolarización de las regiones adyacentes de la membrana plasmáti- 
ca permite a los potenciales de acción viajar a lo largo de los axones de 1¿~ 
células nerviosas como señales eléctricas, dando como resultado la rápida 
transmisión de los impulsos nerviosos a través de largas distancias. Por 
ejemplo, los axones de las motoneuronas humanas pueden medir más d tr- 
un metro de longitud. La llegada de los potenciales de acción a los termina- 
les de la mayoría de las neuronas señala la liberación de neurotransmlson^ 
como la acetilcolina, que portan las señales entre las células en la sinaps> 
(Fig. 13,24). Los neu retransmisores liberados desde las células presináptica^ 
se unen a receptores en La membrana de Las células postsináp ticas, doñee 
inducen la apertura de los canales iónicos regulados por voltaje. Uno de los 
canales mejor conocidos es el receptor de la acetilcolina de las células mu- 
miares. La unión de la acetilcolina abre un canal que es permeable tanto 
Na + como al Kk Esto permite la entrada rápida del Na' que despolariza k 
membrana de la célula muscular y dispara un potencial de acción. El poten- 
cial de acción causa la apertura de los canales de Ca J+ regulados por voltaje 
lo que produce un aumento del Csr + i ntr acelular, que será la señal para la 
contracción (véase Fig. 12.28). 

El receptor de la acetilcolina, aislado inicialmente a partir del ólganoj 
eléctrico de la raya Torpedo en los años 70, es el prototipo de los canales re- 
gulados por ligando. Todos los receptores nicotínicos de acetilcolina 
componen de cinco subunidades que se disponen en la membrana a modm 
de un cilindro (Fig. 13.25). Se cree que en su estado cerrado, el poro del o-J 
nal se encuentra bloqueado por las cadenas laterales de los aminoácidos 'm- 
drofóbicos. La unión de Ja acetilcolina induce un cambio conforma dona] ^*i 
el receptor de forma que estas cadenas laterales hidrofóbicas dejan de estar 
en el canal, abriendo un poro que permite el paso de los iones con carga 


Figura 13,25 Modelo del receptor nicotínico de acetilcolina. En las células 
mamífero, el receptor se compone de cinco su b un idad es (cada una de ellas dota^ 
de cuatro dominios transmembrana) que se disponen alrededor de un poro central. 
En la figura se representan tres de estas subunídades. La unión de la acetilcolina 
a sitios de Ja porción extracelular del receptor induce un cambio alostérico que 
provoca la apertura de la puerta del canal iónico. (Adaptado de J. P. Changeaux 
y A. Taly, 2008, TYenás. Mol Med , 14: 94.) 
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sjv a,, incluyendo Na' y K\ Sin embargo, ei canal permanece impermeable 
m : - iones con carga negativa, como ei Cl , debido a que está recubierto por 
aeunoáridos cargados negativamente. 

Los canales de Na’ y K’ regulados por voltaje presentan un mayor grado 
selectividad iónica. Los canales de Na 4 son más de 10 veces más permea- 
r - al Na 4 " que al K J , mientras que los canales de K + son más de mil veces 
permeables al K 4 que al Na + , La selectividad del canal de Na + se puede 
fctplicar, til menos en parte, mediante la presencia de un poro estrecho que 
m tú a como un filtro de tamaño. El radio iónico del Na 4 (0,95 Á) es más pe- 
l^ño que el de! 1C (133 A), y se cree que el poro del canal de Na" es lo su- 
ficen teniente estrecho como para impedir el paso del K T o de iones más 
gandes (Fig. 13.26). 

Los canales de K 4 también tienen poros estrechos, que impiden el paso 
«¿e los iones mayores. Sin embargo, ya que el Na' tiene un radio iónico más 
pequeño, esto no explica la permeabilidad selectiva de estos canales hacia 
t s". La selectividad del canal de K 4 se basa en un mecanismo diferente, 
*r , _ fue elucidado ai determinarse la estructura tridimensional de un canal 
át K’ por cristalografía de rayos X en 1998 (Fig. 13.27). El poro del ca- 
mi contiene un filtro selectivo estrecho que está delimitado por oxígenos 
carbonílicos (C-O) del esqueleto polípeptídico. Cuando un ion K 4 entra en 
filtro de selección ínteracciona con estos oxígenos carbonflicos, y las mo- 
jé, alas de agua a las que estaba unido el K 4 se desplazan, lo que permite al 
x deshidratado pasar a través del poro. Sin embargo, un Na" deshidratado 



Figura 13.26 Selectividad iónica de 
los canales de Na 4 . Un poro estrecho 
permite el paso del Na + unido a una 
única molécula de agua, pero impide 
el paso del K 4 o de iones mayores. 


■ los receptores de árido 
nicotínico se denominan asi 
porque responden a la nicotina, la 
nicotina se une al receptor y 
mantiene al canal en su 
conformación abierta, las 
moléculas que bloquean la 
actividad de los receptores de 
nicotina acetikolina son potentes 
neurotoxinas; éstas incluyen varias 
toxinas del veneno de serpientes y 
el curare. 


Figura T3.I7 Selectividad de los 
canales de K\ El canal de K’ contiene 
u n filtro selectivo estrecho, delimitado 
por átomos de oxígeno tarbortílico 
(C=Q). El poro es lo suficientemente 
ancho como para permitir e! paso de 
frC deshidratado, del cual han sido 
desplazadas todas las moléculas de 
agua asociadas debido a las 
interacciones entre el K" y estos átomos 
de oxígeno carbón ilico, El Na" es 
demasiado pequeño para interaccionar 
con los grupos retómeos del filtro 
selectivo, por lo que permanece unido 
al agua en un complejo que es 
demasiado grande para pasar a través 
del poro del canal. 


Ma + -H 2 G 




Figura 1 3-28 Estructuras de los 
canales catíónkos regulados por 
voltaje. Los canales de K~, Na + y Ca 2 ^ 
pertenecen a una familia de proteínas 
relacionadas. El canal de K + está 
formado por la asociación de cuatro 
subunidades idénticas, una de las 
cuales se muestra en la figura. El canal 
de Na* está constituido por una única 
cadena polipeptídica que contiene 
cuatro dominios repetidos, cada uno 
de los cuales es similar a una 
subunidad del canal de K". El canal de 
Ca 24 es similar al canal de Na + < Cada 
subunidad o dominio contiene seis oc- 
hé lices que atraviesan la membrana. 

La a-hélice designada como 4 contiene 
varios aminoácidos cargados 
positivamente y actúa como el sensor 
de voltaje que interviene en la apertura 
del canal en respuesta a las variaciones 
en el potencial de membrana. 


es demasiado pequeño para interaccionar con estos oxígenos carbón íl i eos 
en el filtro selectivo, el cual se mantiene abierto. Como consecuencia, el N; 
permanece unido a las moléculas de agua en un complejo hidratado que ts 
demasiado grande para pasar a través del canal. 

Los canales de Na", K 4 y Ca 2 " regulados por voltaje pertenecen todos ¿ 
una gran familia de proteínas relacionadas (Fíg. 13.28). Por ejemplo, la 
cuencia genómica de C. elegans ha revelado cerca de 200 genes que codificar 
canales iónicos, que presumiblemente desempeñan diversos papeles en L> 
señalización celular Los canales de K + están constituidos por cuatro subu- 
rddades idénticas, y cada una de ellas conteniendo varias a-hélices trane 
membrana. Los canales de Na 4 y Ca 2+ están constituidos por una única 
dena polipeptídica, pero cada polipéptido contiene cuatro dominios 
repetidos que corresponden a las subunidades del canal de K\ La regula- 
ción de la apertura por voltaje está mediada por la a-hélice número 4, qiM 
contiene múltiples aminoácidos de carga positiva y se cree que se desplaza 
en respuesta a cambios en el potencial de membrana. Sin embargo, el mee ~ 
nismo por el que el movimiento de estas cargas abre y cierra el canal sigue 
estando controvertido. 
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. na amplia variedad de canales iónicos (incluyendo los canales de Ca 2 ' y 
responden a diferentes neurotransmisores, o se abren y cierran con una 
sé*- : a diferente tras ia despolarizadán de la membrana. Las acciones con* 
«R xzxs de todos estos canales son las responsables de la complejidad de la 
■■ilización en el sistema nervioso. Más aún, tal y como se describe en el 
■temo capítulo, el papel de los canales iónicos no se limita a las células 
■feúcamente excitables del nervio y del músculo; también desempeñan 
’pt papel crítico en la señalización en otros tipos de células. Por tanto, la 
■■tura y el cierre regulados de los canales iónicos proporciona a las célu- 
un mecanismo sensible y versátil para responder a diversos estímulos 
«Exéntales. 


"ransporte activo dirigido por la hidrólisis de ATP 

■ tejo neto de las moléculas por difusión facilitada, tanto a través de pro- 
ferí transportadoras como de proteínas de canal, siempre es energética- 
■»te ravorable en Ja dirección que determine el gradiente electroquímico a 
tc i ' de la membrana. Sin embargo, en muchos casos, la célula debe trans- 
portar moléculas en contra de su gradiente de concentración. En el trans- 
forre activo, se utiliza la energía proporcionada por otra reacción acoplada 
m, la hidrólisis de ATP) para dirigir el transporte de las moléculas en la 
fcecdón energéticamente desfavorable. 

La- bombas iónicas, que son las responsables de mantener el gradiente 
itero a través de la membrana plasmática, son un buen ejemplo de trans- 
: ne activo dirigido directamente por la hidrólisis de ATP, Como ya se 
■endonó anteriormente (véase Tabla 13.1), la concentración de Na^ es 
fcroxim adámente diez veces superior fuera que dentro de las células, 
mentías que la concentración de K + es mayor dentro que fuera. Estos gra- 
¿-r^:es iónicos se mantienen por la bomba de Na + -K + (también llamada la 
BlTFasa Na'-K h ) (Fig. 13.29), que utiliza la energía derivada de la hidrólisis 
4. ATP para transportar Na" y K" contra sus gradientes electroquímicos, 
proceso es el resultado de una serie de cambios conformacionales de la 

■ una, dirigidos por el ATP (Fíg. 13.30). En primer lugar, los iones Na + se 
teen a sitios de alta afinidad dentro de la célula. Esta unión estimula la hi- 
xz :-zsis de ATP y la fosforilación de la bomba, lo que induce un cambio con- 
■bnr.acional que expone los sitios de unión de Na + al exterior de la célula y 
■educe su afinidad por el Na" . Como consecuencia, el Na" fijado se libera en 
te fluidos extracelulares. Al mismo tiempo, los sitios de unión de IC de alta 
ten dad se exponen sobre la superficie celular. La unión de KL extracelular 
a es ' os sitios estimula entonces la hidrólisis del grupo fosfato unido a la 
h cnba, lo que induce un segundo cambio conformacional, exponiendo los 
míos de unión de K + al cítosol y disminuyendo su afinidad, por lo que el K + 
es liberado al interior de la célula. La bomba tiene tres sitios de unión para 
é. \a‘ y dos para el K 4 , por lo que en cada ciclo se tansportan tres Na* y dos 
3C' a través de la membrana plasmática a costa de una molécula de ATP, 

La importancia de la bomba de NaMC* queda reflejada en el hecho de 
-_e se estima que consume casi el 25% del ATP utilizado por muchas célu- 
te animales. Un papel crítico de los gradientes de Na' y K 1 establecidos por 
a bomba es la propagación de las señales eléctricas en el nervio y en el 
3'usculo. Como se describe a continuación, el gradiente de Na" establecido 
p : la bomba también se emplea para dirigir el transporte activo de otras 

- rara 13.29 Estructura de la bomba de Ma + -KL La bomba de Na*-K7 es un 
beterodímero que consta de 10 subunidades a con dominio feransmembrana (azul) 
t una subunidad (J con un dominio transmembrana y un dominio extracelular 
¿morfo (verde). La sub unidad y asociada (rojo) regula la actividad de la bomba de 
rma especifica en cada tejido, [Adaptado de j. F. Morth, et al, 2007. Nature 450: 
1043.) 
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Exterior 



o o 

o 3Na + 


3 Na* se unen a sitios expuestos 
dentro de la célula 



Al mismo tiempo. 2 K 4 se unen a 
sitios de alta afinidad expuestos 
a la superficie celular 


Figura 13.30 Modelo 
de funcionamiento 
de la bomba Na + -K + . 


Figura 1 3.31 Gradientes iónicos a 
través de la membrana plasmática 
de una célula típica de mamífero. 

Las concentraciones de Na 4 y CL son 
mayores fuera que dentro de la célula, 
mientras que la concentración de K 4 es 
mayor dentro que fuera. Las bajas 
concentraciones de Na + y Cl' equilibran 
la alta concentración i ntr acelular de los 
componentes orgánicos, igualando la 
presión osmótica y previniendo el flujo 
neto de agua hada el interior. 



La unión del Na 4 estimula la 
fosforilación ATP- dependí ente 
de la bomba 



Tras la fosforil ación, los sitios de 
unión del Na 4 quedan expuestos 
a la superficie celular y disminuye 
su afinidad, por lo que el Na 4 se 
libera al exterior de la célula 



moléculas. Otro papel importante de la bomba Na + -K* en la mayoría de ^ 
células animales es mantener el equilibrio osmótico y el volumen celular fl 
citoplasma contiene una alta concentración de moléculas orgánicas, i n» 
yendo macromoléculas, aminoácidos, azúcares y nucleótidos, En auserc» 
de algo que lo compense, esto provocaría un flujo de agua hada el in:-r«r 
por osmosis, que si no fuera controlado provocaría que la célula se hindfl 
ra y, en úi tima instancia, explotara. La compensación requerida la pn r» *- 
dona el gradiente iónico estableado por la bomba de Na + -K + ' (Fig. 1 3 
Concretamente, la bomba establece una mayor concentración de Xa en d 

exterior que en el interior dea 2 ^ 
lula. Además, como ya se ha d 
to, el flujo de K 4 a través de los- má 
nales abiertos genera un po renda 
eléctrico a través de la membr^i 
plasmática. Este potencial de 
brana, a su vez, dirige al CL 'oh 
de la célula, por lo que la 
tración de CL (como la del 



Na+ = 145 mAÍ 
K* = 5 mM 
CL = IIGm M 
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. - a 1 3,32 Estructura de la bomba de Ca 3+ . Las subunidades citosólicas de la 
Í¡ ^ b& de Ca 1+ se representan en rojo, azul y amarillo, mientras que las 
Vanidades transmembrana se muestran en marrón claro, verde y violeta. 
fMaptado de C. Olesen, et al„ 2007. Nature 450: 1037.) 


.iiez veces mayor en el fluido extracelular que en el citoplasma* Estas 
lerendas en la concentración iónica equilibran la elevada concentración 
ét Ls moléculas orgánicas dentro de las células, igualando la presión os- 
m. : :a y previniendo el flujo neto de agua hacia el interior. 

El transporte activo de Ca 24 a través de la membrana plasmática es diri- 
pá ñor una bomba de Ca- + que está relacionada estructuralmente con la 
> mba de Na 4 -K", y que también es impulsada por la hidrólisis de ATP 
l ¿ 13.32). Las bombas de calcio transportan iones Ca 2 ’ del citoplasma al 
Ipáerior celular o a la luz del RE, por lo que las concentraciones íntracelula- 
de Ca 2+ son extremadamente bajas: aproximadamente 0,1 |iM respecto a 
m concentración extracelular de casi 1 mM, Esta concentración intra celular 
Ca : ' tan baja hace que la célula sea sensible a pequeños incrementos en el 
m el de Ca 2+ intracelular. Este incremento transitorio del Ca 2+ intracelular 
4e?empeña un papel importante en la señalización celular, como ya se men- 
ea nó al hablar de la contracción muscular (véase Fig. 12.28) y como se tra- 
lca con más detalle en el Capítulo 15. 

En las membranas plasmáticas de bacterias, levaduras y células vegeta- 
ie- las responsables del transporte activo de H“ fuera de la célula son unas 
fcombas iónicas similares. Además, el H + es bombeado de forma activa ha- 
c j fuera en las células que recubren el estómago, produciendo la acidez de 
fluidos gástricos. Las responsables del transporte activo de H + al interior 
' os lisosomas y de los end osomas son bombas estructuralmente distintas 
’ -ase Fig. 10.42). Todavía un tercer tipo de bomba de FF es la ATP sinteta- 
de mitocondrias y doroplastos, En este caso se puede considerar que la 
rv mba opera en el sentido contrario, utilizando el movimiento de los iones 
m contra del gradiente electroquímico para dirigir ia síntesis de ATP, 

La mayor familia de transportadores de membrana está constituida por 
4 , - tra nsp orí adores ABC, llamados así porque se caracterizan por unos do- 
minios de unión a ATP altamente conservados, o cajas de unión a ATP 
\TP-hinding cassettes} (Fig. 13,33), Se han identificado más de 100 miem- 
bros de esta familia tanto en células procarióticas como en eucar ¡óticas; en 
E ¿olí se conocen 79 genes que codifican transportadores y en el ser huma* 
r existen al menos 48 de estos genes. Todas emplean la energía derivada 



Animación web 
Bomba de Na'-K + 

Los gradientes de iones sodio y potasio 
a través de la membrana plasmática se 
mantienen por la acción de la bomba 
Na + -K + que hldroliza el ATP para 
mantener el transporte de estos iones 
en contra de sus gradientes 
electroquímicos, 




Exterior 


Figura 1 3.33 Estructura de un transportador 
ABC, Muchos transportadores ABC son 
efímeros, donde cada polipépddo consiste en 
seis dominios transmembrana conectados vía 
una región bisagra aun casete de unión a ATP, 


nterior 


Sección NI • Estructura y función celulares 554 




* 


MEDICINA MOLECULAR 


~ ’# 

Fibrosis quística 


Enfermedad 

La fibrosis quística es una 
enfermedad genética recesiva que 
afecta a niños y a adultos jóvenes . Es 
la enfermedad hereditaria letal más 
común de los caucásicos, resultando 
afectados aproximadamente uno de 
cada 2.500 nacidos vivos, aunque es 
poco frecuente en otras razas. La 
disfunción característica en la fibrosis 
quística es la producción de un ttiucus 
anormalmente espeso y pegajoso por 
parte de varios tipos de células 
epiteliales, incluyendo las células que 
revisten los tractos respiratorio y 
gastrointestinal La manifestación 
dinica principal es una enfermedad 
respiratoria debida a que las vías 
aéreas pulmonares se obstruyen con 
espesos tapones de moco, seguida del 
desarrollo de infecciones bacterianas 
recurrentes. En la mayoría de los 
pacientes, también afecta al páncreas 
debido a que ios conductos 
pancreáticos están obstruidos por el 
mucus. Las glándulas sudoríparas 
también fundonan anormalmente, y 
la presenda de un exceso de sal en el 
sudor es un carácter diagnóstico de la 
fibrosis quística. 

El tratamiento actual de la 
enfermedad incluye la terapia física 
para promover el drenaje bronquial, 
la administración de antibióticos y la 
reposición de las enzimas 
pancreáticas. Aunque este 
tratamiento ha prolongado la 
supervivencia de los individuos 
afectados hasta cerca de los 30 años 
de edad, la fibrosis quística es 
finalmente mortal, siendo la 
enfermedad pulmonar la responsable 
del 95% de la mortalidad. 

Bases moleculares y celulares 

La característica particular de la 
fibrosis quística es un transporte 
defectuoso de Cl" en el epitelio 
afectado, incluyendo los conductos 
sudoríparos y las células que revisten 
el tracto respiratorio. En 1984 se 
demostró que los canales de CL no 
funcionaban normalmente en las 
células epiteliales de los pacientes de 
fibrosis quística. La base molecular de 
la enfermedad se aclaró en 19S9 al 
aislarse el gen de la fibrosis quística 
como un don molecular. La secuencia 
del gen reveló que codificaba una 


protema denominada CFTR (de eystk 
íibrosis t mnsrriembrime ccmduchnice 
regulator, regulador transmembrana 
de la conductancia de Ja fibrosis 
quística) que pertenecía a la familia 
de los transportadores ABC. Varios 
estudios posteriores demostraron que 
el CFTR actúa como un canal de CL y 
que las mutaciones hereditarias 
responsables de la fibrosis quística 
provocan un transporte defectuoso de 
CL. Más del 70% de éstos son una sola 
mutación puntual en la fenilalanina 
508 que impide el plegamiento o el 
ensamblaje déla proteína. 

Prevención y tratamiento 

Como ocurre con otras enfermedades 
hereditarias, el aislamiento del gen de 
i a fibrosis quística abre la posibilidad 
de! estudio genético para identificar a 
los individuos portadores de alelos 
mulantes. En algunas poblaciones la 
frecuencia de portadores 
heterocigotos de genes mutantes es 
tan alta como de uno de cada 25 
individuos, por to que sería 
recomendable realizar un mapeo de la 
población total para identificar las 
parejas de riesgo y proporcionar un 
consejo genético. Además, el 
descubrimiento de que el CFTR actúa 
como un canal de CL ha llevado a 
nuevas aproximaciones al 
tratamiento. Entre ellas figura la 
utilización de fármacos que 
modifican el procesamiento de las 
proteínas CFTR mutantes o bien 
estimulan la apertura de otros 
canales de CL en el epitelio afectado. 
Alternativamente, la terapia génica 
permite reemplazar los genes CFTR 
normales en el epitelio respiratorio de 
ios pacientes con fibrosis quística. 

E! potencial de la terapia génica se 
apoya en experimentos que 
demuestran que la introducción de un 
gen CFTR normal en células 
cultivadas de pacientes de fibrosis 
quística es suficiente para restaurar la 
función del canal de CL. La posible 
aplicación de la terapia génica para la 
fibrosis quística se facilita por el 
hecho de que las células epiteliales 
que revisten las vías respiratorias 
resultan accesibles a los aerosoles. 
Estudios con animales experimentales 
han demostrado que los vectores 
vírales pueden transmitir ADNc 



Modelo para el regulador de la 
conductancia transmembrana 
de La fibrosis quística (CFTR). 


de CFTR al epitelio respiratorio, y el 
primer ensayo humano de terapia 
génica para la fibrosis quística se 
inició en 1993. Los ensayos hasta la 
fecha han demostrado que el CFTR 
ADNc puede transportarse y 
expresarse de forma segura en las 
células epiteliales bronquiales de los 
pacientes con fibrosis quística. A 
pesar de la mejora déla eficiencia 
inicialmente baja de la transferencia 
génica y el mantenimiento de la 
expresión del ADNc de CFTR 
transferido durante varios meses, no 
se han obtenido aún ventajas clínicas 
para los pacientes. De esta forma se 
han establecido las bases de una 
transferencia génica eficaz, pero 
todavía deben superarse obstáculos 
significativos para que se desarrolle 
un protocolo eficaz de terapia génica. 
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Membrana plasmática 


de )a hidrólisis de ATP para transpotar moléculas en una dirección. En hac- 
erlas, la mayoría de los transportadores ABC introducen una amplia gama 
dr nutrientes, incluyendo iones, azúcares y aminoácidos al interior celular, 
mientras que en células eucariotas transportan sustancias tóxicas al exterior 
<riular En células eucariotas, el primer transportador ABC se descubrió 
flt cío el producto de un gen (llamado gen de resistencia a múltiples drogas, 
:> *dr) que hace resistentes a las células cancerosas a varios fármacos emple- 
adas en quimioterapia. Se han identificado dos transportadores MDR. Se ex- 
fresa n normalmente en varios tipos de células, donde intervienen eliminan- 
3 c impuestos extraños potencialmente tóxicos. Por ejemplo, la expresión 
>: un transportador MDR en las células endoteiiales de los capilares cere- 
ra parece que desempeña un papel importante en la protección del cere- 
fceo frente a sustancias químicas tóxicas. Desafortunadamente, se suele al- 
anzar con frecuencia un alto nivel de expresión de los transportadores 
MDR en las células cancerosas, donde reconocen a diversos fármacos y los 
» ”hean hacia el exterior de las células. Esto hace a las células cancerosas ne- 
— lentes a un amplio espectro de agentes quimioterapeúhcos y supone un 
3t>:áeulo importante para un tratamiento eficaz del cáncer. 

Otro miembro importante, clínicamente hablando, de la familia de 
sunsportadores ABC es el gen responsable de la fibrosis quística. El pro- 
ducto de este gen (llamado regulador transmembrana de la conductancia 
la fibrosis quística, o CFTR, del inglés cystic fibrosis transmembrane con - 
■Ktancí regulator), aunque es un miembro de la familia ABC, actúa como 
sr canal de Cl" en las células epiteliales, y la característica de esta enferme- 
dad es un transporte defectuoso del Cl . El canal de Cl CFTR también es 
peculiar puesto que parece requerir tanto la hidrólisis de ATP como una 
ilación dependiente de AMPc para poder abrirse. La mayoría de los 
«os de fibrosis quística son el resultado de una sola mutación puntual en 
a canal de CL, que interfiere tanto con el plegamiento proteico como con el 
— ¿nsporte de CL. 

'•ansporte activo dirigido por gradientes iónicos 

Las bombas iónicas y los transportadores ABC descritos en la sección ante- 
no r utilizan la energía derivada directamente de la hidrólisis de ATP para 
^ccu-portar moléculas contra sus gradientes electroquímicos. Otras molécu- 
!t' >e transportan en contra de su gradiente de concentración empleando 
«rerda derivada no de la hidrólisis de ATP sino de acoplar el transporte de 
■n a segunda molécula en la dirección favorable energéticamente. El gra- 
dante de Na + que establece la bomba de Na"-K + proporciona una fuente de 
■aergía que se emplea con frecuencia para alimentar el transporte activo de 
«rucares, aminoácidos e iones en las células de mamíferos. Los gradientes 
é-. H‘ establecidos por las bombas de H + de bacterias, levaduras y células 
rectales desempeñan un papel similar. 

Las células epiteliales que revisten el intestino proporcionan un buen 
templo de transporte activo dirigido por el gradiente de Na + . Estas células 
errriean sistemas de transporte activo en los dominios apicales de sus 
«embreñas plasmáticas para tomar los azúcares y aminoácidos de la dieta 
dr>de la luz del intestino. La toma de glucosa, por ejemplo, se lleva a cabo 
p - un transportador que transporta coordinadamente dos iones Na* y una 
líucosa hada dentro de la célula (Fig. 13.34). El flujo de Na* a favor de su 
elidiente electroquímico proporciona la energía requerida para tomar la 
giucosa de la dieta y acumular altas concentraciones in trace lula res de glu- 
Entonces la glucosa se libera en el tejido conectivo subyacente (que 
Ipntiene capilares sanguíneos) por la superficie basolateral del epitelio in- 
tetinal, a favor de su gradiente de concentración, mediante transporte por 
rimsión facilitada (Fig, 13.35), De esta forma, la toma de glucosa desde la 
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Figura 13.34 Transporte activo de la 
glucosa, El transporte activo dirigido 
por el gradiente de Na" es el 
responsable de la entrada de glucosa 
desde la luz intestinal. El 
transportador, de forma coordinada, 
une y transporta una glucosa y dos 
Wa J al interior de la célula. El 
transporte de Na” en la dirección 
energéticamente favorable es el que 
dirige la entrada de la glucosa contra 
su gradiente de concentración. 
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Figura 13.35 Transporte de glucosa 
por las células epiteliales 
intestinales. Un transportador en el 
dominio apical de la membrana 
plasmática es el responsable de la 
entrada activa de glucosa (por 
cotransporte con Na ) desde la luz 
intestinal. Como resultado, la glucosa 
de la dieta es absorbida y concentrada 
dentro de las células epiteliales 
intestinales. La glucosa entonces se 
transfiere desde estas células al tejido 
conectivo circundante v a la corriente 
sanguínea a través de difusión 
facilitada, mediada por un 
transportador en el dominio 
basóla feral de la membrana 
plasmática- El sistema es dirigido por 
la bomba de Na + -K + , que también se 
encuentra en el dominio basolateral- 
Reseñar que la entrada de glucosa 
desde el tracto digestivo y su 
transferencia a la circulación depende 
de que los transportadores de glucosa 
de transporte activo y de difusión 
facilitada se localicen de manera 
restringida en los dominios apical y 
basolateral de la membrana 
plasmática, respectivamente. 
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Éz intestinal y su liberación a la circulación proporciona un buen ejemplo 
fe La rundón polarizada de las células epiteliales, que se debe a la localiza- 
3 .t específica de los transportadores de transporte activo y de difusión fa- 
en los dominios apical y basóla teral de la membrana plasmática, 
wmp?cú\ amente. 

Lz entrada coordinada de glucosa y Na' es un ejemplo de simparte, el 
te de dos moléculas en la misma dirección. Por el contrario, la difu- 
ar facilitada de glucosa es un ejemplo de imiporte, el transporte de una úni- 
as levóla. El transporte activo también puede tener lugar por antiporte, en 
e dos moléculas se transportan en direcciones opuestas (Fig. 13.36}* Por 
■¿pío, el Ca 2+ se exporta desde ¡as células no sólo por la bomba de Ca~ 4 
- 5 TV también por un anti porte de Na^-Ca 2+ que transporta Na 4 hacia dentro 

■ b célula y Ca-' hacia fuera. Otro ejemplo viene dado por la pro teína de 
Étercambio de Na"-H + , que actúa en la regulación del pH intraeelular, 

■ »ti portador de Na + -H + acopla el transporte de Na 4 hada dentro de la 
wEkih con la exportación de H\ y de esta forma elimina el exceso de H + pro- 
Ak>.: o por las reacciones metabólicas y previene ía acidificación del cito 
¡fena. 


indocitosis 

Lis- proteínas transportadoras y de canal descritas en la sección anterior 
rtan moléculas pequeñas a través de la bicapa fo sfolipídica. Las cé- 
encanutas también son capaces de captar macromoléculas y partículas 
fe medio circundante por un proceso distinto llamado endoci insis. En la 
■áodtosis, el material que se va a introducir es rodeado por una porción 
fe La. membrana plasmática que luego se invagina para formar una vesícula 
UL* contiene el material ingerido. El término «endodfosis» fue acuñado por 
Eünsñan de Duve en 1963 e incluía tanto Ja ingestión de partículas grandes 
ex fxu y bacterias) como la entrada de fluidos o macromoléculas en pequeñas 
■Aculas, La primera de estas actividades se conoce como fagocitosis 
Acción celular de comer) y ocurre principalmente en tipos especializados 
fe células. La pinocitosis (bebida celular) es una propiedad de todas las cé- 
faüs eucariotas y tiene lugar medíante varios mecanismos diferentes. 

: =gocitosís 

¡Iterante la fagocitosis las células engullen partículas grandes como bacte- 
-as desechos celulares o incluso células intactas (Fig. 13. 37). La unión de la 
partícula a unos receptores sobre la superficie de la célula fagocítica dispara 
li -tensión de sendópodos — un movimiento de la superficie celular—, 
_ ^ sendópodos acaban rodeando a la partícula y sus membranas se funden 
formar una gran vesícula intraeelular (>0,25 ¡im de diámetro) llamada 
fagosoma, Los fagosomas entonces se fusionan con los lisosomas, dando 
tsgar a los fagolisosomas en ios que el material ingerido se digiere por la 
3C non de las hídrolasas áridas lí sosoma les (véase Cap. 10). Durante la ma- 
duración del fagoüsosoma, alguna de las proteínas de membrana interna li- 
ra ¿as se reciclan a la membrana plasmática, como se describe en la siguien- 
te sección para la endocitosis mediada por receptor. 


■" |ura 13,37 Fagocitosis. La unión de una bacteria a la superficie celular estimula 
a e v tensión de un sendópodo, que termina por engullir a la bacteria. La fusión de 
¿as membranas del sendópodo da como resultado la formación de una gran 
en cuta intraeelular (un fagosoma). El fagosoma se fusiona con los lisosomas para 
’ -mar un fagolisü&oma, dentro del cual se digiere la bacteria ingerida. 



o 

Interior 


Figura 13.36 Ejemplos de antiporte. 

El Cr f y los 1 1' se exportan de las 
células por antiportadores, que 
acoplan su exportación a un importe 
energéticamente favorable de Na". 
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Figura 13.36 Ejemplos de células 

f a go d t ¡ ca s . (A ) Ameba engullendo 
otro protista. (B) Macrófagos 
ingiriendo glóbulos rojos. Se ha 
añadido color a la micrografía. (A, R, 
N. Band y H. S. Fankratz/ Biológica 1 
Photo Serv ice; B, cortesía de joel 
Swanson.) 


Animación web 
ia endocitosis 

En la endocitosis, la membrana 
plasmática genera pequeñas vesículas 
(pinodtosis) o grandes vesículas 
(fagocitosis) para ingerir materias 
extrace Mares. 




La ingestión por fagocitosis de partículas grandes desempeña pape In- 
distintos en los diferentes tipos de células (Fig. 13.38), Muchas amebas em- 
plean la fagocitosis para capturar partículas alimenticias, como bacterias u 
otros protozoos. En los animales pluricelulares los papeles principales de 
fagocitosis son proporcionar una defensa contra microorganismos invasores 
y eliminar células viejas o dañadas del cuerpo. En los mamíferos la fagocito- 
sis es la función principal de dos tipos de glóbulos blancos sanguíneos, ne- 
crófagos y neutrófilos, a los que se denomina frecuentemente «fagocito* 
profesionales». Tanto Los macrófagos como los neu trúfalos desempeñan li- 
pa peí crítico en los sistemas de defensa del organismo, eliminando los tr 
croorganismos de los tejidos infectadas. Adicional mente, los macrófagi > 
eliminan células envejecidas o muertas de los tejidos a lo largo del cuerp 
Un notorio ejemplo del alcance de esta actividad viene dado por los macr - 
fagos del bazo e hígado humanos, los cuales son responsables de la destru 
ción diaria de más de 10" células sanguíneas avejentadas. 


Animación web 

Invaginaciones y vesículas 
cubiertas de datrina 

Las moléculas de receptores de la 
membrana plasmática se unen a 
ma ero moléculas específicas del exterior 
celular, se agrupar en invaginaciones 
cubiertas de datrina, y después se separan 
en forma de vesículas cubiertas de el atrina. 



Endocitosis mediada por receptor 

La forma mejor caracterizada de este proceso es la endocitosis mediada por 
receptor, que proporciona un mecanismo para la entrada selectiva de rr 
cromoléculas específicas (Fig. 1339), En primer lugar, las macromolécu fi- 
que se van a introducir se unen a receptores específicos de la superficie Ce- 
lular. Estos receptores se acumulan en regiones especializadas de la mem- 
brana plasmática denominadas depresiones revestidas con datrina. Con j 
ayuda de la proteína de unión a GTP asociada a membrana, dina mi na, es- 
tas depresiones se inv aginan a partir de la membrana para formar pequeña - 
vesículas revestidas con datrina que contienen los receptores y sus ma ero- 
moléculas unidas (Ugandos). A continuación, las vesículas revestidas o, - 
datrina se fusionan con endosomas tempranos, y su contenido se distribu- 
ye bien para transportarse a los lisosomas o bien para reciclarse a la meo 
brana plasmática. 

La captura de col es tero! por las células de mamíferos ha proporcionad 
un modelo clave para comprender la endocitosis mediada por receptor a r. 
vel molecular. El colesterol se transporta a través del torrente sanguíneo er 
forma de partículas lípoproteínicas, la más común de las cuales se denon' 
na lipoproteína de baja densidad, o LDL, (del inglés íaw-density lipoproU'in 
(Fig. 13.40). Los estudios en los laboratorios de Michael Brown y Josephj 
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Figura 13,39 Formación de una vesícula revestida con clatrina. (A) Las 

macromoléculas extracelulares (ligandos) se unen a receptores de la superficie 
celular que se acumulan en depresiones revestidas con clatrina. Con la ayuda de la 
proteína de unión a GTF dinarnina, estas depresiones se invaginan desde ia 
membrana plasmática para formar vesículas intra célula res revestidas con clatrina. 
(B) Micrografías electrónicas mostrando cuatro fases en la formación de una 
vesícula revestida con clatrina a partir de una depresión revestida con clatrina. 

(B, M. M, Ferry, 1979. /. Cell Science 34: 266.) 
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revestida con vesícula 


Figura 13.40 Estructura de una LDL 

Cada partícula de LDL contiene 
aproximadamente 1.500 moléculas 
de ésteres de colesterol en un núcleo 
de naturaleza lipidies. £1 núcleo está 
rodeado por una cubierta que 
contiene 50Ü moléculas de colesterol, 
800 moléculas de fosfolípido y una 
molécula de apoproteína B100, 
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EXPERIMENTO CLAVE 


Receptor de las LDL 


Hipercolesterolemia familiar: unión defectuosa 
de lipoproteínas a fibroblastos en cultivo asociada 
a la regulación alterada de la actividad de la 3-hrdroxi-5- 
metilglutarü toeniima A reductasa 

Michael S. Brown y Joseph L. Goldstein 
Uivversüy of Texas Southwestern Medical Schooí, Dadas 
Proccedings of the Natioml Acadeniy of Science USA , 1974 
Volumen 71, págs. 788-792 


Contexto 

La hipercolesterolemia familiar (HF) 
es una enfermedad genética en la que 
los pacientes tienen niveles muy 
elevados de coiesterol sérico y sufren 
ataques de corazón prematuros. 
Michael Brown y Joseph Goldstein 
comenzaron a estudiar esta 
enfermedad en 1972 con la idea de 
que la superproducción de coiesterol 
se debía a un defecto en los 
mecanismos de control que 
normalmente regulan la biosíntesis 
del coiesterol. De forma consecuente 
con esta hipótesis, encontraron que ai 
añadir LDL al medio de cultivo de 
fibroblastos normales humanos se 
inhibía la actividad de La 3-hídroxi-3- 
metilglutaril coenzima A reductasa 
(HMG-GoA reductasa), la enzima 
limitante en la ruta biosintéti ca del 
coiesterol Por el contrario, la adición 
de LDL a las células de los pacientes 
con HF no afecta a la actividad de la 
I IMC^CoA reductasa, lo que da como 
resultado la superproducción de 
coiesterol por las células HF. 

De manera quizás sorprendente. 


experimentos posteriores indicaron 
que esta anormalidad en la regulación 
de la HMG-CoA reductasa no se 
debía a una mutación en el gen de la 
HMG-CoA reductasa. En cambio, la 
regulación anormal de HMG-CoA 
reductasa parecía que era debida a la 
incapacidad de las células HF de 
obtener el coiesterol a partir de las 
LDL. En 1974, Brown y Goldstein 
demostraron que la lesión de tas 
células HF es un defecto en la unión 
de Jas LDL a un receptor de superficie 
celular. La identificación del receptor 
de LDL lievó a una serie de 
experimentos revolucionarios en los 
que Brúwn, Goldstein y sus 
colaboradores describieron la ruta de 
la endocitosis mediada por receptor. 

Experimentos 

En su artículo de 1974, Brown y 
Goldstein publicaron los resultados 
de experimentos en los que 
investigaron la unión de LDL, 
marcado radiactivamente, a 
fibroblastos tanto de individuos 
normales como de pacientes con HF, 



Se añadió una pequeña cantidad de 
LDL radiactiva al medio de cultivo, y 
se determinaba la cantidad de 
radiactividad unida a las células 
después de tiempos variables de 
incubación (véase figura). Cantidades 
c reden tes de LDL radiactiva se unían 
a las células normales en fundón de' 
tiempo de incubación, Resultaba 
importante el hecho de que al añadir 
LDL no marcado en exceso disminuía 
la unión de LDL radiactiva, lo que 
indicaba que la unión se debía a una 
interacción específica de las LDL can 
un numero limitado de sitios sobre 
superficie celular. La especificidad ác 
la interacción se corroboró ai 
observarse que cantidades en exceso 


Goldstein demostraron que la entrada de LDL en las células de mamíferos 
quiere la unión de las LDL a un receptor específico de la superficie celular q 
se acumula en depresiones revestidas de clatrina y que se introduce por < 
docitosis. Como se describe en la sección siguiente, el receptor posteriomn 
te se recicla a la membrana plasmática mientras que la LDL se transporta ¿ 
lisosomas, donde se libera el coiesterol para ser utilizado por la célula. 

Los datos reveladores acerca de este proceso surgieron a partir de es 
dios de pacientes con una enfermedad hereditaria conocida como hiper; 
lesterolemia familiar. Los pacientes con esta enfermedad presentan nrae 
muy altos de coiesterol sérico y sufren ataques cardíacos prematuros Bni 
y Goldstein hallaron que las células de estos pacientes eran incapaces ^ 
troducir LDL desde los fluidos extracelulares, lo que causaba que se aam 
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EXPERIMENTO CLAVE 


Células normales Células con HF 




Transcurso de la unión de LDL radiactiva a células tumnales y cara HF. Las células se 
incubaron con [ ll5 I] LDL radiactiva en presencia (circuios blancos) o ausencia (círculos 
negros) de un exceses de LDL no marcado. Después se recogieron las células y se 
determinó la cantidad de LDL radiactiva fijada. Los datos se presentan como nanogramos 
de LDL unido por miligramo de proteína celular 


¿e otras lipopro teínas no interferían 
con la unión de las LDL. 

En contraste con estos resultados 
en los fibroblastos normales, las 
células de pacientes HF no unían 
LDL radiactiva de manera específica. 
Por tanto, parecía ser que los 
fibroblastos normales poseían un 
receptor específico de LDL que estaba 
ausente o defectuoso en las células 
HF, Brown y Goldstein concluyeron 
que el defecto observado en la unión 
Se las LDL a las células HF «puede 
representar la alteración genética 
rund amen tal de esta enfermedad», 
justificando la incapacidad de la LDL 
inhibir la HMG-CoA reductasa, y 
la superproducción resultante de 
colesterol. Experimentos adicionales 
mostraron que las LDL unidas a los 
fibroblastos normales están asociadas 
con la fracción de membrana de la 
célula, sugiriendo que el receptor de 
LDL es una pro teína de superficie 
celular. 

Impacto 

Tras identificar ai receptor de LDL, 
Brown y Goldstein demostraron que 
ks LDL unidas a la superficie celular 
rápidamente se introducen y se 


degradan a colesterol libre en los 
lisosomas. En colaboración con 
Richard Anderson establecieron que 
el receptor de LDL se introduce 
medíante endocitosís desde 
depresiones revestidas. Además, sus 
estudios demostraron que el receptor 
de LDL se recicla a la membrana 
plasmática después de disociarse de 
su ligando dentro de la célula. Unos 


experimentos que se iniciaron con el 
objeto de entender la regulación de la 
biosíntesis del colesterol llevaron a 
descubrir la ruta principal por la cual 
las células eueariotas introducen 
macromoléculas específicas — un 
ejemplo notorio de la forma en la que 
la ciencia y los científicos pueden 
avanzar en nuevas direcciones no 
previstas. 


- 


.ara un elevado nivel de colesterol en la circulación. Experimentos posterior 
aes demostraron que las células de los individuos normales poseen un recep- 
tor para las LDL que se acumula en las depresiones revestidas, y que la hi- 
(ercolesteiolemia familiar se debe a mutaciones congénitas del receptor de 
pDL Estas mutaciones son de dos tipos. Las células de la mayoría de los pa- 
tentes con hipercolesterolemia familiar sencillamente son incapaces de unir 
LDL, lo que demuestra que se necesita un receptor específico de la superficie 
bular para la entrada de LDL, Además, se identificaron algunos pacientes 
er cuyas células se había unido LDL pero eran incapaces de internalizarla. 
L:> receptores de LDL de estos pacientes no se acumulaban en las depresio- 
revestidas, lo que proporcionaba una evidencia directa del papel central 
áe las depresiones revestidas en la endocitosís mediada por receptor. 

Las mutaciones que impiden al receptor de LDL acumularse en las de- 
rresiones revestidas se localizan en la cola citoplasmática del receptor y 
pueden ser tan sutiles como un cambio de tirosína por cisterna (Fig, 13.41). 
faradios posteriores han definido la señal de interna lizadón del receptor de 
LDL como una secuencia de seis aminoácidos, incluyendo la tirosina esen- 
cial. En las colas cito plasmáticas de otros receptores captados a través de 
depresiones revestidas de da trina, se encuentran señales de interna lizadón 
similares, incluyendo con frecuencia restos de tirosina. Estas señales de in- 
■^rnalízación se unen a proteínas adaptadores, que a su vez se unen a la da- 
^rina en el lado citosólico de la membrana, de manera parecida a como se 


■ Las estatinas son una dase 
importante de medicamentos 
empleados en el tratamiento de la 
hipercolesterolemia. Ejercen su 
efecto medíante la inhibición de la 
enzima HMG-CoA reductasa y 
bloqueando la blosíntesis de 
colesterol. 
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plasmática 


Señal de interna! ización 


Dominio de 
unión a LDL 


N-oilgosaeárído 
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Figura 13.42 Formación de 
depresiones revestidas de elatrirta. 

(A) Unas proteínas adaptad oras se 
unen tanto a la cía trina como a las 
señales de Lnternalización presentes en 
las colas citoplasma ticas de los 
receptores. (B) Mfcrografía electrónica 
de una depresión revestida de clatrina 
mostrando la estructura en cesta de la 
red de cía trina. (B, cortesía de John E. 
Heuser, Washington Universíty School 
of Medicine.) 


Figura 13,41 Rece pto r de LDL El recep tor de LD L íncl uye 700 a minoá c id os 
extracelulares, una a-hélice transmembrana de 22 aminoácidos y una cola 
cítoplásmica de 50 aminoácidos. Los 292 aminoácidos del extremo N-terminal 
constituyen el dominio de unión a LDL. Seis aminoácidos dentro de la cola 
cítoplásmica definen la señal de internaliza ción, que se reconoció por vez primera 
porque la mutación que determina el cambio de Tyr por Cys en un caso de 
hipencolesterolemia familiar impide que el receptor se acumule en las depresiones 
revestidas. 

formaban las vesículas revestidas de clatrina durante el transporte de r - 
d rol asas lisosórrúcas desde la red trans del Golgi (véase Fig. 10.36). La cía: 
na se ensambla en una estructura a modo de cesta que distorsiona la mem- 
brana, formando depresiones invaginadas (Fig. 13.42), Una proteína 
unión a GTP, denominada dinamína, se dispone en anillos alrededor 
cuello de estas depresiones in vaginadas, lo que conduce a la liberación ám 
las vesículas revestidas dentro de la célula. 

La endocitosis mediada por receptor es una actividad característica defcg 
membrana citoplasmátka de las células eucariotas. Se han encontrado eréJ 



Ligando 


Proteína 
adaptad ora 


Clatrina 




563 


Membrana plasmática 



0,1 |im 




02 |jm 


fe 3Q receptores diferentes que se introducen de forma selectiva por esta 
«a También se incorpora fluido extracelular a las vesículas revestidas se- 
v~r se iavaginan desde la membrana plasmática, por lo que la endocitosis 
Mdiada por receptor provoca la entrada no selectiva del fluido extracelular 
f áe sus contenidos (endocitosis en fase fluida), además de la introducción 
fe macr omoléculas especificas- Las depresiones revestidas suelen ocupar 
4á 1 al 2% déla superficie déla membrana plasmática y se estima que tie- 
■er una vida media de uno a dos minutos. Partiendo de estas cifras, se cal- 
■fe que la endocitosis mediada por receptor produce la interna] i zación de 
«s superficie celular equivalente a la totalidad de la membrana plasmática 
^r^vimada mente cada dos horas, 

células también poseen vías de endocitosis independientes de clatrb 
“j. L na de estas vías de endocitosis independientes de clatrina implica la 
pÉemalización de moléculas en caveolas, pequeñas Invaginaciones de la 
fcr rrarta plasmática (50 a 80 nm de diámetro, menos de la mitad del ta- 
pño de las depresiones revestidas con clatrina) que se encuentran organi- 

por la acción de la caveolina (Fig. 13.43). Las caveolinas son una fa- 
- de proteínas que ínteraccionan entre ellas para formar la estructura de 
^ caveolas. Las caveolas son estructuras relativamente estables y la regula- 
¡#:r de su intemalización no se conoce bien. Llevan a cabo la endocitosis 
■tediada por receptor mediante receptores transmembrana específicos, 
los lípidos de las caveolas y la propia caveolina también funcionan 
«ío * receptores» para la internal iz ación de moléculas específicas, incluida 
m. §p* pro teína de alta densidad (HDL). Estudios recientes han demostrado 
<ae existen vías de endocitosis adicionales que son independientes tanto de 
ci eoiina como de clatrina. Adicionalmente, vesículas grandes (0,15 a 
h um de diámetro) pueden mediar la intemalización de fluidos en un pro- 
■n denominado macropi nocí tosí s. Así, mientras que la endocitosis de- 
cidiente de clatrina proporciona claramente una de las principales vías 
pK la intemalización de macromoléculas especificas, las células también 
Hfcan varios mecanismos independientes de clatrina. 

'rifico de proteínas en la endocitosis 

’fei- su intemalización, las vesículas revestidas de clatrina se despojan rápí- 
fe^ente de sus revestimientos y se fusionan con end osomas tempranos, 
son vesículas con extensiones tubulares que se localizan en la periferia 
fe célula. La fusión de las vesículas endocíticas con los endósenlas está 
pedrada por proteínas de unión a Rafa CTP, sus efectores y parejas comple- 
fe¿r:arias de proteínas transmembrana de la vesícula y las membranas día’ 
m (proteínas 5NARE) (véase Fig. 10.39), Los endosomas tempranos son un 
partimento de clasificación (en ocasiones reciben el nombre de endoso- 


Figura J3.43 Caveolas. Micrografías 
electrónicas de caveolas. (A, cortesía 
de John E. Heuser, Washington 
U niversity School of Medicine; 13, 
cortesía de R. G, W, Anderson, 
Universíty of Texas Southwestem 
Medical School, Dallas,) 


■ Ciertas toxinas proteicas 
bacterianas, como la toxina 
colérica, se unen a Jas 
gl ico proteínas que se encuentran 
en las balsas lipídicas y son 
internalizadas por endocitosis. Una 
vez en el interior de vesículas 
endocíticas, la toxina toma el 
mando de La vía secretora para 
acceder al citoplasma, donde 
ejerce su efecto tóxico. 
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Figura 13.44 Clasificación en ios 
endosomas tempranos. La LDL 

unida a su receptor se internaliza en 
vesículas revestidas de datrína, que se 
desprenden de sus revestimientos y se 
fusionan con endosomas tempranos. 
Con el pH ácido de los endosomas 
tempranos, la LDL se disocia de su 
receptor, y los materiales endocitados 
se clasifican para su degradación en los 
liso somas o su reciclaje a la membrana 
plasmática. Las vesículas 
transportadoras que portan hidrolasas 
lisosómicas desde el aparato de Golgi 
se fusionan con los endosomas tardíos, 
que maduran a lisosomas donde la 
LDL se degrada y se libera el 
coles teroL Por otro lado, el receptor de 
LDL se recicla desde los endosomas 
tempranos a la membrana plasmática. 
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/ LDL 

* 

: Depresión revestida 
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* ¿i ^ ir Clatrina 
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Endosoma tardío 


Lisos orna 


de col esteral 


mas de separación) desde el cual las moléculas absorbidas por endoeitosis 
son o bien recicladas a la membrana plasmática o bien permanecen en los 
endosomas tempranos conforme maduran para transformarse en endoso- 
mas tardíos y lisosomas, para ser degradadas. Además, los endosomas tem - 
pranos de las células polarizadas pueden transferir las proteínas endociU- 
das a diferentes dominios de la membrana plasmática — por ejemplo, entre 
los dominios apical y basóla teral de las células epiteliales. 

Una característica importante de los endosomas tempranos es que man- 
tienen un pH interno ácido (entre 6,0 y 6,2) como resultado de la acción de 
una bomba de H' en la membrana. Este pH ácido provoca que muchos li- 
gan dos se disocien de sus receptores en el endosoma temprano. Tras este 
desacopiamiento, los receptores y sus ligartdos pueden transportarse a des- 
tinos intracel alares diferentes. Un ejemplo clásico lo proporciona la LDL 
que se disocia de su receptor en los endosomas tempranos (Fig. 13.44). El re- 
ceptor entonces retoma a la membrana plasmática mediante vesículas de 
transporte que surgen a partir de extensiones tubulares de los endosomas 
Por otro lado, el LDL se mantiene junto a otros componentes solubles de. 
endosoma y posteriormente es transportado a un li sosoma, donde su de- 
gradación libera al eolesteroL 

Reciclarse a la membrana plasmática es el destino principal de las proteí- 
nas de membrana captadas por endocitosis mediada por receptor, y muchos 



Membrana plasmática 


(como él receptor de LDL) se devuelven a la membrana plasma - 
i disociarse de sus ligandos en los endosomas tempranos. El recíria- 
estos receptores suporte la continua intemalización de sus ligandos. 
«rnplo, cada receptor de LDL realiza un ciclo de ida y vuelta desde la 
i plasmática a los endosomas aproximadamente cada 10 minutos. 
.Ttancia de la ruta de reciclaje se muestra por la magnitud del tráfico 
: membrana que resulta de la endocitosis, Como ya hemos reseñado, 
idamente el 50% de la membrana plasmática se internaliza cada 
por endoritosis mediada por receptor, por lo que debe ser reemplaza- 
una velocidad equivalente. Este reemplazamiento se debe, en su mayor 
al reciclaje del receptor; cada hora solamente se sintetiza de novo un 
la superficie celular. 

? ligandos y las proteínas de membrana destinados a degradarse en 
mas se mantienen en los endosomas tempranos mientras maduran 
transformarse en endosomas tardíos, que se localizan en las proximi- 
del compartimento nuclear (léase Fig. 13,44). El proceso de madura- 
de un end osoma temprano en otro tardío se acompaña de cambios de 
r sición Upídica de la membrana endosómica ante la futura fusión 
. esleíalas de la red trans del Golgi. Los endosomas tardíos presentan un 
más bajo que los endosomas (pH de 5,5 a 6,0) y, como se ha comentado 
Capítulo 10, pueden fusionarse con vesículas transportadoras que por- 
tad ro lasas lisosómícas desde el aparato de Golgi. Los endosomas tar- 
se convierten en lisosomas al adquirir el complemento completo de en- 
Üsosónticas y su pH se hace aun más ácido (alrededor de 5), Los 
des endechados se degradan por acción de las hidrolasas acidas en 
or de los lisosomas. 

Aunque muchos receptores (como el receptor de LDL) se reciclan a la 
rana plasmática, otros siguen destinos diferentes. Algunos son trans- 
ios a los lisosomas y degradados junto con sus ligandos. Por ejemplo, 
ceptores superficiales celulares de varios factores de crecimiento (des- 
i en el Cap. 15), se introducen tras Ja unión del factor de crecimiento y 
nan siendo degradados en los lisosomas. El resultado de este proceso 
; eliminación de los complejos receptor- Ligando de la membrana plas- 
:a. lo que implica el final de k respuesta de k célula a una estimulación 
un factor de crecimiento — fenómeno conocido como regulación por 
inudón del receptor ( receptor dotun-regulation), 
tipo especializado de reciclaje desde los endosomas desempeña un 
el importante en la transmisión de los impulsos nerviosos a través de las 
.ir sis (Fig. 13.45). Como se describió anteriormente en este capítulo, la lie- 
de un potencial de acdón a la terminación de la mayoría de las neuro- 
> es una señal para la fusión de las vesículas sinápticas con la membrana 
miasmática, liberándose los neum transmisores que transmiten la señal a las 
Bfiulas postamápticas. Entonces, ¡as vesículas sinápticas vacías se recuperan 
4 rartir de la membrana plasmática mediante vesículas recubiertas de datri- 
m que se fusionan con los endosomas tempranos. Las vesículas sinápticas 
& regeneran directamente a partir de los endosomas. Acumulan un nuevo 
administro de neuro transmisores y retornan a la membrana plasmática, que- 
dando preparadas para el próximo rielo de transmisión sináptica. 

Hn las células polarizadas (p. ej-, células epiteliales), los receptores interna- 
izados también se pueden transferir a través de la célula al dominio opuesto 
ái la membrana plasmática — un proceso llamado transcitosis — . Por ejem- 
ro, un receptor end ocitado desde el dominio basóla teral de la membrana 
plasmática puede ser seleccionado en los endosomas tempranos para trans- 
p rtarse a la membrana apical. En algunas células éste es un mecanismo i iri- 
re ríante de clasificación de las proteínas de membrana (Fig, 13.46). En vez de 
T<r clasificadas en la red trans Golgi, o endosomas dé reciclaje (véase Fig, 
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Figura 15.45 Reciclaje de vesículas 
sí náp ticas. 


Na u retransmisor 
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RESUMEN 


ESTRUCTURA DE LA MEMBRANA PLASMÁTICA 

B icapa fosfolipídicai La estructura fundamental de la membrana plas- 
mática es una b i capa fostblipídica, que también contiene glícoíípídos y 
col es te rol. 


Proteínas de membrana: Las proteínas asociadas a la membrana son las 
responsables de llevar a cabo las funciones específicas de la membrana. 
La membrana se caracteriza como un mosaico fluido en el que las proteí- 
nas se insertan en la bicapa fosfülipídica. 


Movilidad de las proteínas de membrana: Las proteínas son libres de di- 
rundirse lateralmente a través de la bicapa fosfolipídka. Sin embargo, la 
movilidad de algunas proteínas se restringe por sus asociaciones con 
rtras moléculas. Además, las uniones estrechas impiden que las proteí- 
nas se muevan entre ios distintos dominios de la membrana plasmática 
del as células epiteliales. 

Glicocálix: La superficie celular está recubierta por una capa de carbohi- 
dratos denominada el glicocálix. Los carbohidratos de la superficie celu- 
lar sirven de marcadores para el reconocimiento intercelular, 

TRANSPORTE DE MOLÉCULAS PEQUEÑAS 

Difusión pasiva: Las moléculas hídrofóbicas pequeñas son capaces de 
cruzar la membrana plasmática difundiendo a través de la bicapa fosfoli- 
pídica. 

Difusión facilitada y proteínas transportadoras: El tránsi to de la ma vo- 
a de las moléculas biológicas viene mediado por proteínas transporta- 
doras o de canal que permiten a las moléculas polares y cargadas atrave- 
sar la membrana plasmática sin interacdonar con su interior hidrofóbico. 


Canales idílicos; Los canales iónicos median el tránsito rápido de iones 
seleccionados a través de la membrana plasmática* Están especialmente 
bien caracterizados en las células nerviosas y musculares, donde son los 
responsables de la transmisión de señales eléctricas. 


Transporte activo dirigido por hidrólisis de ATP: La energía derivada de 
:: hidrólisis del ATP puede dirigir eí transporte de moléculas en contra 
de su gradiente electroquímico. 


Transporte activo dirigido por gradientes iónicos: Los gradientes iónicos 
se emplean frecuentemente como una fuente de energía para conducir el 
transporte activo de otras moléculas. 


PALABRAS CLAVE 


fosfatidílcolína, f osfatid lleta - 
notamina, fosfatidilserína, 
esfiogomieíma, fosfatídilinosi- 
tol, glícoíípídos, col este rol, 
balsa lipídica 

modelo de mosaico fluido, 
proteínas periféricas de mem- 
brana, proteínas integrales de 
membrana, proteínas trans- 
membrana , porinas, puente de 
glicosílfosfatidilínositol (GPI) 

dominio apical, dominio 
basolateral 


glicocálix, selectina 


difusión pasiva 


difusión facilitada, protema 
transportadora, proteína 
de canal 


acuaporina, canal iónico, 
canal regulado por ligando, 
canal regulado por voltaje, 
técnica de potch-domp f 
ecuación de Nernsf, potencial 
de acción 

transporte activo, 
bomba iónica, bomba 
de Na + - K + , ATPasa 
Na f - K + , transportador ABC 

sím porte, un i porte, antiporte 
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PALABRAS CLAVE 


endocitosis, fagocitosis, 
pinocitosís, fagosoma, 
fagoíisosoma 

endocitosis mediada por 
receptor, depresión revestida 
de datiina, dinamína, vesícula 
revestida de datrina, ligando, 
lipoproteína de baja densidad 
(LDL), endocitosis en fase 
fluida, caveolas, caveoürta, 
macropinocrtosis 

endosoma, regulación a partir 
de los receptores, transcitosis 


Preguntas 

1. ¿Cómo se extiende el colesterol al ran- 
go de temperatura funciona! de la bi ca- 
pa lipídka? 

2. ¿Cómo se diferencian las proteínas 
periféricas de membrana de las proteí- 
nas integrales de membrana? 

3. ¿Cómo apoyaron los experimentos de 
fusión celular de Frye y Edidin el mode- 
lo del mosaico fluido para la estructura 
de la membrana? ¿Que resultados hu- 
bieran obtenido si hubiesen incubado 
células fusionadas a 2 Q C? 

4. ¿Qué son las balsas lipidíeos y en qué 
procesos celulares están implicadas? 

5. ¿Cuáles son dos de las principales 
fundones del gllcocálix? 
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RESUMEN 


ENDOCITOSIS 

Fagocitosis: Las células ingieren partículas grandes, como bacterias y 
desechos celulares, por fagocitosis. 


Endocitosis mediada por receptor: La forma mejor conocida de endocittv 
sis es la endocitosis mediada por receptor, que proporciona un mecanis- 
mo para la entrada selectiva de macromoléculas específicas. 


Tráfico de proteínas en la endocitosis: Las moléculas recogidas por endo 
citosís son transportadas a los endosomas, donde se clasifican para ser 
recicladas a la membrana plasmática o para ser degradadas en los lisoso- 
mas. 


6. La concentración de K" es casi 20 ve- 
ces superior en el interior de los axones 
de calamar que en los fluidos extracelu- 
lares, generando un potencial de equili- 
brio de membrana de -75 mV. ¿Cuál 
sería el potencial de equilibrio de mem- 
brana esperado si la concentración de ÍC 
fuera solamente LO veces mayor dentro 
que fuera de la célula? ¿Por qué el po- 
tencial de reposo habitual de la mem- 
brana (-60 mV) es diferente del poten- 
cial de equilibrio del K\ de —75 mV? 
(Dado que: R - 1,98 x 10"' kcal/mol/deg, 
T = 298 K, Ln(x) = 2,3 log^x), F = 23 
kcal/V/mol) 

7. El curare se une a los receptores nico- 
tínicos de la acetilcolina y previene su 
apertura, ¿Cómo afectaría a la contrac- 
ción muscular? 
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Aunque los límites celulares están definidos por la membrana plasmá- 
tica, muchas células están rodeadas por un conjunto insoluble de macro- 
moléculas secretadas. Las células de bacterias, hongos, algas y plantas su- 
periores están rodeadas de paredes celulares rígidas, que son una parte 
integrante de la célula. A pesar de que las células animales no estén rodea- 
das por paredes celulares, la mayoría de las células de los tejidos animales 
están embebidas en una matriz extracelular que consiste en proteínas y po- 
lisacáridos secretados. La matriz extracelular no sólo proporciona soporte 
estructural para las células y tejidos, sino que además juega papeles impor- 
tantes en la regulación del comportamiento celular. Las interacciones de las 
células con la matriz extracelular anclan el citoesqueleto y regulan la forma 
y el movimiento celular Asimismo, las interacciones directas entre células 
son claves para la organización de las células en los tejidos tanto vegetales 
como animales, además de proporcionar canales a través de los cuales las 
células pueden comunicarse con sus vecinos. 


Paredes celulares 

Las rígidas paredes celulares que rodean a las bacterias y muchos tipos de 
células eucariotas (hongos, algas y plantas superiores) determinan la forma 
celular y previenen que las células se hinchen y estallen como resultado de 
la presión osmótica. A pesar de sus fundones comunes, las paredes celula- 
res de las bacterias y eucariotas son estructural mente muy diferentes. Las 
paredes celulares bacterianas consisten en polisacáridos unidos mediante 
enlaces cruzados con pequeños polipéptidos, que forman una coraza enva- 
lente en tomo a la célula completa. Por el contrario, las paredes celulares 
de los eucariotas están compuestas principalmente de polisacáridos inclui- 
dos en una matriz semejante a un gel. En lugar de ser estructuras fijas, las 
paredes celulares vegetales pueden ser modificadas tanto durante el de- 
sarrollo de la planta como en respuesta a señales del ambiente, de modo 
que las paredes celulares de las plantas juegan papeles críticos en la deter- 
minación de la organización de tejidos vegetales en la estructura de la 
planta completa. 

Paredes celulares bacterianas 

Las rígidas paredes celulares bacterianas determinan las formas característi- 
cas de los diferentes tipos de células bacterianas. Por ejemplo, algunas bac- 
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Figura 14.1 Paredes celulares 
bacterianas. La membrana plasmática 
de las bacterias gramnegativas está 
rodeada por una pared celular delgada 
por debajo de la membrana externa. 
Las bacterias grampositivas carecen 
de la membrana ex tema y tienen 
una pared celular gruesa. 


Gramnegativas 



Membrana 

externa 

Pared 

cefuiar 

Membrana 

plasmática 


Grampositivas 



■ La membrana externa de las 
bacterias gramnegativas contiene 
un Üpopolisacárido (LP5) conocido 
como endotoxina. La liberación de 
LPS al torrente sanguíneo 
desencadena fiebre, descenso de la 
tensión sanguínea e inflamación. 


terias (como E. coli) tienen forma de bacilo, mientras que otras son esféricas 
(p* ej>, Pnetmococcus y Staphylococcus) o con forma de espiral (p. ej., la espiro- 
queta Treponeim pallidum, causante de la sífilis). Adicionalmente, la estructu- 
ra de sus paredes celulares divide a las bacterias en dos amplios grupos que 
pueden distinguirse por un método de tinción conocida como la tinción 
Gram, desarrollada por Christian Gram en 1884 (Fig, 14*1). Las bacteria' 
gramnegativas (como £* cotí) poseen una membrana doble que se describe 
en el Capítulo 13, en el que la membrana plasmática está rodeada por una 
membrana externa permeable (véase Fig. 13.10)* Estas bacterias tienen una 
pared celular delgada localizada entre sus membranas interna y externe 
Por el contrario, las bacterias grampositivas (como el patógeno humano to- 
mún Staphylococcus aureu s) presentan solamente una única membrana plas- 
mática, que está rodeada de una pared celular mucho más gruesa, 

A pesar de estas diferencias estructurales,, el principal componente de las 
paredes celulares tanto de las bacterias gramnegativas como grampositivas 
es el peptidoglicano (Fig. 14.2) que está constituido por cadenas lineales de 
polísacáridos, entrelazadas por péptidos cortos. Debido a su estructura en- 
trelazada, el peptidoglicano forma una cubierta envalente fuerte alrededor 
de toda la célula bacteriana. Es interesante destacar que lo que les hace a las 
bacterias vulnerables frente a algunos antibióticos es la estructura carada 
rístka de sus paredes celulares. La penicilina, por ejemplo, inhibe la enzima 
responsable de formar los puentes de unión cruzados entre las diferentes 
hebras de peptidoglicano, interfiriendo de esta manera en la síntesis de la 
pared celular y bloqueando el crecimiento bacteriano. 


Paredes celulares eucariotas 

A diferencia de las de las bacterias, las paredes celulares de los eucariotas 
(incluyendo hongos, algas y plantas superiores) se componen principal- 
mente de polísacáridos (Fig. 143), El poiísacárido estructural fundamental 
de las paredes celulares de los hongos es la quilina, que también forma las 
conchas de los cangrejos y los exoesqueletos de insectos y de otros artrópo- 
dos. La quitina es un polímero lineal de residuos de iV-acetilglucosamim 
Las paredes celulares de la mayoría de las algas y de las plantas superiores 
se componen principalmente de celulosa, que es el polímero más abundan- 
te de la tierra. La celulosa es un polímero lineal de restos de glucosa que 
suele estar constituido por más de 10.000 monómeros de glucosa. Los resten 
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glucosa se unen por enlaces ¡3(1 — > 4), lo que permite al polisacárido for- 
■ -r largas cadenas rectas. Después de su transporte a través de la membra- 
na plasmática aJ espacio extracelular, las 36 cadenas polisacarídicas sencillas 
m asocian entre sí en paralelo para formar mi ero fibrillas de 3 nm. Las micro- 
Sarillas de celulosa se pueden extender a lo largo de varios micrómetros. 

En el interior de la pared celular, las microfibriüas de celulosa están em- 
tábidas en una matriz compuesta por proteínas y otros dos tipos de polísa- 
raridos: hemkelu losas y pectinas (Fig, 14,4). Las hemicelulosas son poli- 
acáridos altamente ramificados que están unidos a la superficie de las 
ioofibrillas de celulosa por enlaces de hidrógeno (Fig. 14,5), Esto estabili- 
za las microfibriüas de celulosa para formar una fibra fuerte, responsable de 
:uerza mecánica de las paredes celulares vegetales* Las microñbrillas de 


Figura 14.2 Peptídoglicano de 

£ cofi. Las cadenas de polisacáridos 
están constituidas por restos de 
JV-acetilglucosamina (NAG) v ácido 
N-acetümurámico fNAM) alternantes, 
unidos por enlaces glicosfdicos 
|3[1 -> 4). Las cadenas paralelas se 
entrelazan por tetrapéptidos unidos a 
los restos de NAM. Los aminoácidos 
que forman los tetrapéptídos varían en 
las distintas especies bacterianas. 
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(A) Quitina 


(B) 



Micrafíbrilla 


Figura 14.3 Polisacáridos de paredes celulares de hongos y 
de vegetales, (A) La quitina (el polisacárído principal de la pared 
celular de los hongos) es un polímero lineal de restos de N- acetil g luc os a mina , 
mientras que la celulosa es un polímero lineal de glucosa. Los monómeros de 
carbohidrato se unen por enlaces [J{1 — >4), permitiendo a los polisacáridos formar 
cadenas largas y rectas, (B) Las cadenas paralelas de celulosa se asocian para formar 
mícrofíbríllas. 


celulosa forman enlaces cruzados con las pectinas, que son polisacáridos ra- 
mificados que contienen una gran cantidad de residuos de ácido galacturó- 
nico de carga negativa. Debido a estas múltiples cargas negativas, las pece- 
ñas se unen a iones cargados positivamente {como el Ca 2+ ) y atrapar 
moléculas de agua para formar geles. Un ejemplo ilustrativo de sus propie- 
dades geiifítantes lo muestra el hecho de que las mermeladas y las gelatinas 
se producen añadiendo pectinas al zumo de frutas, En la pared celular las. 
pectinas forman una red gelatinosa que está unida con las microf ibrillas de 
celulosa entrelazadas. Además, las paredes celulares contienen varias glk - 
proteínas que se incorporan a la matriz y que se cree que proporcionan ur 
mayor soporte estructural. 



Figura 14.4 Estructuras de una hemicelulosa. y de una pectina. Una hemicelul - 
(xíloglucano) representativa consiste en una rama de residuos de glucosa (Glc) 
con cadenas laterales de xilosa (Xyl), galactosa (Gal) y mucosa (Fue). La rama 
de ramnogalacttironano (una pectina representativa) contiene residuos de ácido 
glucurónico (GalA) y ramnosa (Rha) a los que también se unen numerosas cadera 
laterales. 
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Figura 14.5 Modelo de una pared celular vegetal. 

La celulosa está organizada en microfibríllas que se 
encuentran orientadas en láminas. Las hemicelu losas 
(verde) están estrechamente asociadas con Ja 
superficie de las microfíbrillas de celulosa, que están 
entrelazadas mediante pectinas (rojo). 


Tanto la estructura como la función de la pared celular varían a medida 
rae las células vegetales se desarrollan. La pared de las células vegetales en 
¿r&d miento (denominada pared celular primaria) es relativamente delgada 
flexible, lo que permite a la célula crecer en tamaño. Una vez que las célu- 
las han cesado su crecimiento, suelen desarrollar una pared celular secunda- 
ria entre la membrana plasmática y la pared celular primaria (Fig, 146). Esta 
pared celular secundaria, que es más ancha y más rígida que la pared prima- 
ria. es particularmente importante en aquellos tipos celulares responsables de 
conducir el agua y de proporcionar resistencia mecánica a la planta. 

Las paredes celulares primaria y secundaria se diferencian en la compu- 
nción así como en el grosor La pared celular primaria contiene, aproxima- 
ce mente, cantidades iguales de celulosa, hem ice lulos a y pee tina. Sin em- 
■ :go, la pared secundaria, que es más rígida, generalmente carece de 
rectina y contiene entre el 50% y el 80% de celulosa. Muchas paredes secun- 
darías además están reforzadas por lignina, un polímero complejo de restos 
senólicos que es en gran medida responsable de la resistencia y de la densí- 
cí d de la madera. La orientación de las microfibríllas de celulosa también 
5 diferente en las paredes celulares primaría y secundaría. Las fibras de ce- 
ülosa de la pared primaría se encuentran distribuidas al azar, mientras que 
fe de la pared secundaría están muy ordenadas (véase Fig. 14.6). La pared 
secundaría se suele organizar en capas en las que las fibras de celulosa tie- 
orientaciones diferentes, formando una estructura laminar que incre- 
wntai enormemente la resistencia de la pared celular. 

Una de las fundones críticas de las paredes celulares vegetales es impe- 
rí" que la célula se hinche como resultado de la presión osmótica. A díferen- 
de las células animales, las células vegetales no mantienen un equilibrio 
osmótico entre su citosol y los fluidos extracel ubres. Como consecuencia, la 
■resión osmótica dirige continuamente el flujo de agua hacia el Interior de 
fe célula. Las células vegetales toleran este flujo de agua hacia el interior de- 
fecó a que sus paredes celulares rígidas impiden que la célula se hinche y 
estalle. En su lugar, se genera una presión hidrostática interna (llamada pre- 
sen de turgencia), que acaba por igualar a la presión osmótica e impide 
el agua siga entrando. 


■feúra 14.6 Paredes celulares primada y secundaria. La pared celular secundaria 
m i -i pone entre la pared celular primaria y la membrana plasmática. La pared 
fecundaría suele estar constituida por tres capas, que difieren en la orientación 
M sus microfibrillas de celulosa. Las micrografías electrónicas muestran 
fe miorofibrillas de celulosa en Ja pared celular primaría y secundaría. (Pared 
^rmaria, cortesía de E C, Steward; pared secundaria, Biophoto Associates/ Photo 
fesearchers, Inc.) 
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Figura 14.7 Crecimiento de las 
cél u las vegeta les. La pres ion de 
turgencia dirige la expansión de las 
células vegetales medíante la entrada 
de agua, que se acumula en una gran 
vacuola central, 


Animación web 

Síntesis de celulosa 
durante la elongación 

La formación de la pared celular 
en las plantas requiere [a síntesis 
de cadenas de celulosa por parte de 
complejos enzímátrcos localizados 
en la membrana plasmática. 



Figura 14.8 Síntesis de celulosa 
durante la elongación celular. 

Las celulosa sintasas son enzimas 
transmembrana que sintetizan celulosa 
a partir de UDP-glucosa. La UDP- 
glucosa se une al dominio catalítico 
de la celulosa sintasa en el cito sol, 
v la cadena de celulosa en crecimiento 
es translocada al exterior de la célula 
3 l través de un poro creado en la 
membrana plasmática por dos 
sub unidad es de la enzima. Complejos 
de ocho a diez dímeros de celulosa 
sintasa dirigen a los microtúbulos 
por debajo de la membrana plasmática 
para que las nuevas microfibrillas 
de celulosa se dispongan en ángulo 
recto a la dirección de elongación 
de la célula. 


La presión de turgencia es la principal responsable de la rigidez de los te- 
jidos vegetales, como resulta aparente tras la observación de una planta 
deshidratada y marchita. Además, la presión de turgencia es el fundamento 
de un mecanismo de crecimiento celular que es único en las plantas. Con- 
cretamente, las células vegetales suelen crecer debido a la entrada de agua, 
sin sintetizar nuevos componentes citoplasma ticos (Fig. 14,7). Este mecanis- 
mo de crecimiento celular está señalizado por hormonas vegetales (ami- 
nas) activan proteínas denominadas cxpansinas. Las expansinas actúan de- 
bilitando una región de la pared celular, permitiendo que la presión de 
turgencia dirija la expansión de la célula en esa dirección. A medida que 
esto ocurre, el agua que fluye al interior de la célula se acumula en una gran 
vacuola central, por lo que la célula crece sin incrementar el volumen de su 
dtosol. Este tipo de crecimiento puede dar como resultado un aumento em 
tre 10 y 100 veces del tamaño de las células vegetales durante el desarrollo 

A medida que las células crecen, se van depositando nuevos componen- 
tes de la pared celular por fuera de la membrana plasmática. Los compo- 
nentes de la matriz, incluyendo hem [celulosas y pee tinas, se sintetizan en el 
aparato de Golgi y son secretados. La celulosa, sin embargo, es sintetizada 
por un complejo enzima tico de la membrana plasmática celulosa sin tasa 
(Fig. 14.8). La celulosa sin tasa es una enzima transmembrana que sintetiza 
celulosa a partir de UDP-glucosa en el citosol. La cadena de celulosa en cre- 
cimiento permanece unida a la enzima a medida que es sintetizada y trans- 
locada a través de la membrana plasmática al exterior de la célula a través de 
un poro creado por múltiples sub unidades enzimáticas. Se emplea un meca- 
nismo similar para sintetizar quitina y ácido hialurónico, un componente de 
la matriz extra celular analizado más adelante en este capítulo. 

En las células en expansión, las microfibrillas de celulosa recién sintetizadas 
son depositadas formando un ángulo recto con respecto a la dirección de elon- 
gación celular — una orientación que se cree que juega un papel importante 
en la determinación de la dirección de expansión celular (véase Fig. 14.8) — 
Es interesante señalar que las microfibrillas de celulosa en las paredes celu- 



Citosoí 


Pared celular 
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Figura 14.9 Movimiento de la celulosa sintetasa 
a lo largo de los microtúbulos. En la imagen 
se puede visualizar la asociación de Ja celulosa 
sintetasa (fluorescencia verde) con los microtúbulos 
(fluorescencia Rija) en células de brotes de Arabídopsts, 
Las imágenes tomadas con un intervalo de 20 segundos 
revelan el movimiento del complejo a lo largo 
de los microtúbulos. En la imagen mixta se combinan 
las imágenes de la celulosa sintetasa y los irdcrotúbuios 
para mostrar su co-localización. (Tomado Paredez, 

A., A. Wríght y D, W. Ehrhardt 2006. Curr. Gpút Plmd 
Biot. 9:574.) 


lares en expansión están dispuestas paralelamente a los microtúbulos cortí- 
cales que subyacen la membrana plasmática. Estos microtúbulos determi- 
nan la orientación de las micxofíbrillas de celulosa recién sintetizadas al 
orientar el movimiento de los complejos de la celulosa sintetasa en la mem- 
brana (Fig. 14.9). Los microtúbulos corticales definen asi la dirección del 
crecimiento de la pared celular, lo cual a su vez determina la dirección de la 
expansión celular y finalmente la forma de toda la planta. 

Las paredes celulares de diferentes tejidos vegetales, como las hojas, tallos, 
rmces y flores, están formadas principalmente por celulosa, pero difieren en 
sus componentes de matriz y en la organización de las fibrillas de celulosa. 
Las especies vegetales expresan de nueve a 18 enzimas celulosa sintetasa di- 
ferentes y cada complejo de ellas contiene, al menos, tres formas distintas, 
o que hace posible la en organización diferente de las paredes celulares en 
ios diversos tejidos* 


Matriz extracelular e interacciones célula-matriz 

Lunque las células animales no están rodeadas por paredes celulares, mu- 
chas de las células en los tejidos de los organismos pluricelulares se encuen- 
tran embebidas en una matriz extracelular constituida por proteínas secre- 
tadas y polisacáridos. La matriz ex trace hilar rellena los espacios entre las 
células y une entre sí las células y los tejidos. Un tipo de matriz extracelular 
es la lámina basal, previamente denominada membrana basal, sobre la que 
descansan las células epiteliales (Fig. 14.10). Además de sostener láminas de 
células epiteliales, la lámina basal rodea a las células musculares, células 
adiposas y nervios periféricos. La matriz extracelular, sin embargo, es más 
abundante en los tejidos conectivos. Por ejemplo, el tejido conectivo laxo 


Figura 14*10 Ejemplos de matriz extracelular. Las láminas de células epiteliales 
descansan sobre una capa delgada de matriz extracelular llamada lámina basal. 
Bajo la lámina basal está el tejido conectivo laxo, que consiste fundamentalmente 
en matriz extracelular secretada por los fibroblastos. La matriz extracelular 
contiene proteínas fibrosas estructurales embebidas en una sustancia fundamental 
gelatinosa, de naturaleza polisacarídica. 


Lámina basal Capa de cél y I a s 

/ epiteliales 



Frotes na Sustancia 
fibrosa fundamental 




Estructura y función celulares 


578 


Sección III • 


■ Las células cancerosas secretan 
p rotea sas que digieren proteínas 
de la matriz extra celular, 
permitiendo a las células 
cancerosas invadir los tejidos de 
alrededor y metastatizar a otras 
partes del cuerpo. 


(A) Triple hélice de colágeno 



bajo las capas de células epiteliales está constituido fundamentalmente por 
una matriz extracelular en la cual se distribuyen los fibroblastos. De igual 
manera, otros tipos de tejido conectivo, como el hueso, el tendón y el cartí- 
lago, están constituidos fundamentalmente por matriz extra celular, que es 
la responsable principal de su estructura y función. Varias délas proteínas y 
polisacárídos encontrados en la matriz extracelular también están estrecha- 
mente asociados con la membrana plasmática. Éstos pueden observarse 
sobre la membrana plasmática de células endoteliaies o en la membrana 
apical de las células epiteliales intestinales, como una capa rica en polisacá- 
rídos denominada glícocálíz (véase Fig. 13.14). 

Proteínas estructurales de la matriz 

La matriz extracelular está compuesta por proteínas fibrosas, resistentes 
embebidas en una sustancia fundamental gelatinosa y de naturaleza p olisa- 
carídi ca — un diseño similar al de la pared de las células vegetales — . Ade- 
más de las proteínas estructurales fibrosas y de los polisacárídos, la matriz 
extracelular contiene proteínas de adhesión que unen los componentes de 
la matriz tanto entre sí como a las células adyacentes. Las diferencias entre 
los distintos tipos de matriz extracelular se deben a variaciones cuantitati- 
vas en los tipos o cantidades de estos diferentes constituyentes y a modifi- 
caciones en su organización. Por ejemplo, los tendones contienen una pro- 
porción elevada de proteínas fibrosas, mientras que el cartílago contiene 
una alta concentración de polisacárídos que forman un gel firme, resistente 
a la compresión. En el hueso, la matriz extracelular está endurecida por el 
depósito de cristales de fosfato cálcico. La estructura laminar de la lámina 
basa! también se debe a unos componentes de la matriz que difieren de 
aquellos que se encuentran en otros tejidos conjuntivos. 

La proteína estructural principal de la matriz extracelular es el colágeno, 
que es la pro teína más abundante en los tejidos animales. Los colágenos son 
una gran familia de proteínas, constituida al menos por 27 miembros dife- 
rentes. Se caracterizan por formar hélices triples en las que tres cadenas pt> 
lipeptídicas se enrollan estrechamente una alrededor de la otra en una es- 
tructura en forma de cuerda (Fig. 14.11). Los diferentes polipéptidos de i 
colágeno se pueden ensamblar en 42 trímeros diferentes. Los dominios de tri- 
ple hélice de los colágenos consisten en repeticiones de la secuencia de ami- 
noácidos Gly-X-Y. Se requiere una glicina (el aminoácido más pequeño, con 
una cadena latera] constituida sólo por un hidrógeno) en cada tercera posí- 


Figura 14.1 1 Estructura del colágeno. (A) Tres cadenas polipeptídicas se enrollar 
una alrededor déla otra en una estructura característica de triple hélice. 

(B) La secuencia de aminoácidos de un dominio de triple hélice de colágeno 
consiste en repeticiones de Gly-X-Y, en el que X suele ser prolina e Y suele 
ser hidroxíprolina (Hyp). 



Secuencia de aminoácidos 
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' gura 14.12 Formación de la hidroxiprolina. La prolina hidnoxilasa convierte 
ios restos de prolina del colágeno en hidroxiprolina. 


ñon para que las cadenas polipeptídicas estén lo suficientemente agrupa- 
das como para formar la triple hélice de colágeno. En la posición X suele 
¿parecer la prolina, y la hidroxiprolina en la posición Y; debido a su estruc- 
:ura en anillo, estos aminoácidos estabilizan la conformación helicoidal de 
as cadenas polipeptídicas. 

El aminoácido poco común hidroxiprolina se forma dentro del retículo 
rTidoplasmáfico a partir de la modificación de los restos de prolina que ya 
-un sido incorporados a las cadenas polipeptídicas de colágeno (Fig. 14.12). 
Los restos de lisína en el colágeno suelen ser convertidos en hidroxilí sinas. 
fe considera que los grupos hidroxilo de estos aminoácidos modificados es- 
tilizan la triple hélice de colágeno formando enlaces de hidrógeno entre 
_as cadenas polipeptídicas. Estos aminoácidos raramente se encuentran en 
a-as proteínas, aunque la hidroxiprolina también es común en algunas de 
.¿s glicoproteínas de las paredes celulares de las plantas. 

El tipo de colágeno más abundante (colágeno tipo !) es uno de los coláge- 
nas fibrilares, que son los componentes estructurales fundamentales de los 
■eiidos conectivos (Tabla 14.1), Las cadenas polipeptídicas de estos coláge- 
nos están constituidas por, aproximadamente, mil aminoácidos o 330 repe- 
lí dones de Gly-X-Y. Tras ser secretados de las células estos colágenos se en- 
samblan en fibrillas de colágeno en las que las moléculas de triple hélice se 


"abia 14,1 Miembros representativos de la familia del colágeno 


Clases de colágeno 

Tipos 

Distribución de tejidos 

Formad or de fibrillas 

I 

Mayoría de tejidos conectivos 

(fibrila res) 

n 

Cartílago y humor vitreo 


m 

Tejidos conectivos extensibles (p. ej,, piel y 
pulmón) 

Tejidos que contienen colágeno 1 


V 


XI 

Cartílago 


XXIV 

Hueso y córnea 


XXVII 

Ojo, oído y pulmón 

Asociado a fibrillas 

Di 

Cartílago 


xn 

Tejidos que contienen colágeno I 


XIV 

Tejidos que contienen colágeno I 


XVI 

Múltiples tejidos 


XIX 

Múltiples tejidos 


XX 

Córnea 


XXI 

Múltiples tejidos 


xxn 

Uniones celulares 


XXVI 

Testículo y ovario 

f armador de redes 

IV 

Láminas básales 


VI 

Láminas básales 


vrn 

Múltiples tejidos 


X 

Cartílago 


xvm 

Láminas básales 

Filamentos de anclaje 

VII 

Zonas de unión de las láminas básales al tejido 
conectivo subyacente 

Transmembrana 

XIII 

Numerosos tejidos 


xvn 

Hemidesmosornas de la piel 


xxm 

Numerosos tejidos 


XXV 

Células nerviosas 


Prolina o 



H a C CH, 

Hidroxiprolina CH 

m 


■ La pretil hidroxilasa, la enzima 
que cataliza la modificación de 
residuos de prolina en 
hidroxiprolina en el colágeno 
requiere fa vitamina C para su 
actividad. La deficiencia de 
vitamina C causa escorbuto, un 
trastorno caracterizado por 
Lesiones de la piel y hemorragias 
de los vasos sanguíneos como 
resultado de un tejido conectivo 
debilitado. 
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Figura 14,13 Fibrillas de colágena. (A) Las moléculas de colágeno se ensamblan 
en una formación discontinua regular para constituir fibrillas. Las moléculas 
se superponen en una cuarta parte de su longitud, y hay un pequeño hueco entre 
el extremo N-terminal de una molécula y el extremo Oterminal de la siguiente. 

Esta estructura queda reforzada mediante enlaces covalentes transversales entre 
las cadenas laterales de los restos de Usina o de hidroxilisina, principalmente 
en los extremos de las moléculas, (B) Micrografía electrónica de fibrillas de colágeno. 
La disposición discontinua de las moléculas de colágeno y los huecos entre ellas son 
la causa de las estuaciones transversales características de las fibrillas. (B, J. Gross, 
F. O. Sahmitt y D. Fawcett/Visuak Unlimited,) 


1 jjjn 


asocian en una estructura regular y discontinua (Fig, 14,13), Estas fibras no 
se forman dentro de la célula, porque los colágenos fibrilares se sintetizan 
como un precursor soluble (proco! age no) que contiene segmentos no heli- 
coidales en ambos extremos de la cadena polipeptídica. El procolágeno se 
escinde para dar colágeno después de su secreción, de tal manera que el en- 
samblaje del colágeno en fibrillas sólo se produce fuera de la célula. La ase*- 
dación de las moléculas de colágeno en fibrillas se refuerza debido a que se 
forman enlaces covalentes transversales entre las cadenas laterales de los 
restos de lisina e hídroxillsina. Frecuentemente, las fibrillas se asocian ade- 
más unas con otras para formar fibras de colágeno, las cuales pueden tener 
varios mícrómetros de diámetro. 

Otros tipos de colágeno no forman fibrillas pero desempeñan distintos 
papeles en las diferentes clases de matrices extr acidulares (véase Tabla 14,1 
Además de los colágenos fibrilares, los tejidos conectivos contienen caláge- 
nos asociados a fibrillas, que se 


unen a la superficie de las fibrillas 
del colágeno y las conectan entre 
sí y a otros componentes de la ma- 
triz. Las láminas básales están 
constituidas por distintos tipos de 
colágeno, principalmente el colá- 
geno de tipo IV (Fig, 14.14), pero 
también los tipos VI y XVI TI, todos 
los cuales forman redes. Las repe- 
ticiones de GIv-X-Y de estos colá- 
genos se interrumpen f recu en te- 
niente por pequeñas secuencias no 
helicoidales. Debido a estas inte- 
rrupciones, ios colágenos forma- 
do res de redes son más flexibles 
que los colágenos forma dores de 
fibrillas. Como consecuencia, se 
ensamblan en redes entrelazadas 
bidimensionales en lugar de en fi- 
brillas, Otro tipo de colágeno for- 
ma fibrillas de anclaje que anclan a 
algunas láminas básales con el teji- 
do conectivo subyacente. Otros ti- 
pas de colágeno son las proteínas 
transmembrana que participan en 
las interacciones célula-matriz. 


Dominio de triple hélice 


Dominio no 

helicoidal interrupción de 

repeticiones de Gly-X-Y 

(B) 


Dominio 
no helicoica 


Figura 14.14 Colágeno tipo IV. (A) La estructura repetida de Gly-X-Y 
del colágeno tipo IV {amarillo) está interrumpida por múltiples secuencias 
no helicoidales (barras). (B) Micrografía electrónica de una red de colágeno 
tipo IV, (B, P. D, Yurc heneo y J. C, Schiltny, 1990. FASEB /. 4:15771) 


200 nm 


Espacio 


transversal 
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Los tejidos conectivos también contienen fibras elásticas, que son parti- 
cularmente abundantes en aquellos órganos que, regularmente, se extien- 
den y después retoman a su forma original. Los pulmones, por ejemplo, se 
extienden con cada inspiración y retoman a su forma original con cada ex- 
- 2 ación. Las fibras elásticas se componen principalmente de una proteína 
denominada elastina que forma una red, con puentes cruzados mediante 
miaces envalentes entre las cadenas laterales de restos de Usina (similares a 
os del colágeno). Esta red de cadenas de elastina entrelazadas se comporta 
como una goma elástica, estirándose con la tensión y retomando de golpe a 
su forma inicial cuando dicha tensión se libera, 

Polisacáridos de matriz 

Las proteínas estructurales fibrosas de la matriz extracelular están embebí- 
d las en un gel formado a partir de irnos polisacáridos denominados glicosa- 
súnoglicanos, o GAG, que están constituidos por unidades repetidas de 
disacáridos (Fig. 14.15), Uno de los azucares del disacárido puede ser N- 
: zc'tilglucosamina o N-acetilgalactosamma y el segundo suele ser un ácido 
bien ácido glucurónico o ácido idurónico). Con la excepción del ácido hia- 
_ rúnico, estos azúcares se modifican por la adición de grupos sulfato. Por 
tanto, los GAG tienen una carga negativa elevada. Al igual que las pectínas 
de las paredes celulares vegetales, se unen a iones cargados positivamente y 
arrapan moléculas de agua para formar geles hidratados, proporcionando 
asi un soporte mecánico a la matriz extracelular Los GAG son dermatán 
sulfato, condrotin sulfato, queratán sulfato y Leparán sulfato. 

El ácido hialurónico es el único G AG que aparece como una única cade- 
na larga de polisacérido. De forma semejante a la celulosa la quitina, es 
sintetizado en la membrana plasmática por una hialurónico sintasa trans- 
ir embran a. Todos los demás GAG se unen a proteínas para formar proteo- 
glicanos, que están constituidos hasta por un 95% de polisacáridos en peso. 
Los proteoglicanos pueden contener desde solamente una o hasta más de 
r.-j si cadenas de GAG unidas a restos de serina de una proteína central Se han 
identificado varias proteínas centrales (que abarcan desde 10 a >500 kDa), 
ri?r lo que los proteoglicanos son un grupo diverso de macromoléculas. 
\ demás de ser componentes de la matriz extracelular, algunos proteoglica- 
nos como los sindecanos (con a-hélices transmembrana) v glipicanos (con 
z relajes de GPI) son proteínas de la superficie celular que intervienen en la 


Acido gíucurónjco ¿V-aceipJgJucosarnjna 


Árido idurónico A/'aceijJgaJacíosamina 



Ácido hialurónico 


Dermatán sulfato 


Figura 14.15 Tipos principales 
de glkosaminoglicanos. 

Los glicosaminoglicanos están 
constituidos por la repetición 
de unidades de dLsacárídos. 

Con la excepción del ácido 
hialurónico, los azúcares suelen 
contener sulfato. 


Acido g I ucu róo ico N- aceti Igalactosamina 


Galactosa W-acetilglucosamína 



Con d roí ti n sulfato 



Queratán sulfato 


Ácido idurónico Af-acetitglucosamfna 



Heparán sulfato 
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Condroüín Proteína centrad 



Agrecano 


Figura 14.16 Complejos de agrecano y ácido híalurónko. El agrecano 
es un gran proteoglicano constituido por más de 100 cadenas de condroitín sulfata 
unidas a una proteína central Múltiples moléculas de agrecano se unen a largas 
cadenas de ácido hi al uránico, formando grandes complejos en la matriz 
extracelular del cartílago. Esta asociación se estabiliza por protemas de unión. 



adhesión celular. Algunos de estos proteoglicanos son proteínas de la 
perfície celular que funcionan junto con las integnnas en la adhesión cél 
célula y célula -matriz. 

Algunos proteoglicanos interaccionan con el ácido hialurónico para 
mar grandes complejos en la matriz extracelular. Un ejemplo bien conc 
es el agrecano, el principal proteoglicano del cartílago (Fig. 14,16). Más 
cien cadenas de condroitín sulfato se unen a una proteína central de ap 
madamente 250 kDa, formando un proteoglicano de casi 3.000 kDa. M 
pies moléculas de agrecano se asocian con cadenas de ácido hialurór 
constituyendo grandes agregados (>100.000 kDa) que quedan atrapado- 
la red de colágeno. Los proteoglicanos también interaccionan con el co 1 
no y con otras proteínas de la matriz para formar redes gelatinosas en 
que las proteínas estructurales fibrosas de la matriz extra celular están 
bebidas. Por ejemplo, el perlecano (el principal proteoglicano Leparán 
fato de la lámina basa!) se une tanto al colágeno tipo IV como a la prot 
de adhesión laminina, que se describirá posteriormente. 

Proteínas de adhesión a la matriz 

Las proteínas de adhesión a la matriz, la última clase de constituyentes 
traceJu lares de la matriz, son responsables de unir los componentes de k 
matriz entre sí y a las superficies celulares. Interaccionan con el colágena . 
con los proteoglicanos para especificar la organización de la matriz y s» 
los principales sitios de unión a tas mtegrinas. 

El prototipo de estas moléculas es la fibronectina, que es la principal 
proteína de adhesión de los tejidos conectivos. La fibronectina es una glic - 
proteína dimérica constituida por dos cadenas polipeptídicas, contenienc. 
cada una cerca de 2.500 aminoácidos (Fig. 14.17). Además, la fibronectina í 
dispone en la matriz extracelular a modo de una red de fibrillas. La fibr > 
nectina tiene sitios de unión para el colágeno y para los GAG, por lo que ac- 
túa como un puente de unión entre estos componentes de la matriz. Un ¡ 
tio distinto de la molécula de fibronectina es reconocido por receptores de 
superficie celular, y de esta manera es responsable de la unión de las células, 
a la matriz extracelular. Las proteínas de fibronectina varían enormemente 
de un tejido a otro pero todos derivan del procesamiento alternativo deí 
ARNm de un solo gen. 

La lámina basal contiene una proteína de adhesión distinta denominada 
laminina (Fig. 14.18). Las lamininas son heterotrímeros de subunidades a 
¡3 y y que son los productos de cinco genes ot, cuatro genes P y tres genes y 
Al igual que el colágeno tipo IV, las lamininas pueden autoensamblarse en 
polímeros con forma de red. Estas redes de laminina son los principales 


Figura 14.17 Estructura de la f ibronectina. La fibronectina es un dímero 
de cadenas polipeptídicas similares unidas por puentes disulfuro cerca del extremo 
C-terminaL Se indican los sitios de unión para proteoglicanos, células y colágeno. 
La molécula también contiene sitios adicionales de unión que no se muestran. 
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ta 14,18 Estructura de La lamimna. La laminina está constituida por tres 
? polipeptidicas designadas como cí, ji y y. Se indican algunos de ios sitios 
r . on para la entactina, el colágeno tipo IV, los proteoglicanos y tos receptores de 
de celular 


ponentes estructurales de las Láminas básales sintetizadas en Los em- 
muy tempranos, que no contienen colágeno. Las laminillas también 
sitios de unión para receptores de superficie celular como íntegrinas, 
eno de tipo IV y el proteuglicano de Leparán sulfato, perlecán. Ade- 
las la mininas están íntimamente asociadas con otra proteína de adhe- 
rí denominada entactina, que también se une ai colágeno tipo IV. Como 
«saltado de estas múltiples interacciones, la laminaria, la entactina, el colá- 
. de tipos IV, VI y XVIII y los proteoglicanos perlecán y agrina crean re- 
- entrecruzadas en la Lámina basa). 


-fracciones célula-matriz 

_ fe principales receptores celulares de superficie responsables de la unión 
Jt las células a La matriz extracelular son las íntegrinas. Las íntegrinas son 
■■a : ¿mili a de proteínas transmembrana constituidas por dos subunídades, 
asignadas ay (i (Fig. 14.19) y las combinaciones de 18 subunidades a y 
xr subunidades [i dan lugar a más de 24 íntegrinas distintas. Las integri- 
fezs se unen a secuencias cortas de aminoácidos presentes en múltiples com- 
petentes de la matriz extra celular, incluyendo colágeno, fibronectina y lami- 
ar^ Hi primero de tales sitios de unión a las Íntegrinas en ser caracterizado 
tm a secuencia Arg-Gly-Asp, que es reconocida por varios miembros de ta 
Emilia de las Íntegrinas. Otras íntegrinas, sin embargo, se unen a secuen- 
z_- peptí dicas diferentes, incluyendo las secuencias de reconocimiento de 
i' colágenos, laminita y varios proteoglicanos. Los proteoglicanos trans- 
ss r'nbrana de la superficie de varias células también se unen a los compo- 
faenas de la matriz extracelular y modulan las interacciones célula-matriz. 
Además de fijar las células a la matriz extracelular, las íntegrinas sirven 
z mo anclaje para el citoesqueleto (Fig, 14.20). La unión del citoesqueleto a 



de proteoglicana 


Unión 

de entactina 


Unión de 
la célula 


Unión de 
la célula 



Exterior 


^ v" - ^ 

Unión a la matriz 


Figura J4J9 Estructura 
de las Integrinas. Las íntegrinas 
son heterodímeros de dos subunídades 
transmembrana, designadas a y fi. 

La su b unidad a fija cationes divalentes 
(M 2+ ). La zona de unión a la matriz se 
compone de porciones de ambas 
subunidades. 


Sección II) 


Estructura y función celulares 


584 


Figura 14.20 Uniones entre las 
células y la matriz extracelular. Las 

íntegrínas median dos tipos de uniones 
estables en las que el dtoesqueleto se 
fija a la matriz extracelular. En las 
adhesiones focales, los haces de 
filamentos de actina se andan a las 
subunídades 3 de la mayoría de las 
integrinas mediante asoda ciones 
con otras proteínas, incluyendo 
a-actinina, talína y vintulina. En los 
hemidesmosomas, la integrina 
une la lámina basal a los filamentos 
intermedios a través de la plectina y 
BP230. BP180 fimdona en el 
ensamblaje y estabilidad de los 
he m idesmosomas. 
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Caracterización de la integrina 


Estructura de la integrina, una glicoprotema que participa 
en la relación transmembrarta entre fibronectína y actina 
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Contexto 

La base molecular de la adhesión 
celular a la matriz extracelular ha sido 
de interés para los biólogos celulares 
desde que se observó que la adhesión 
a la matriz estaba reducida en células 
cancerosas, potendalmente relacionado 
con su c red miento anómalo y su 
capacidad para metastatizar o 
extenderse por el cuerpo, Al final de los 
años 1970 y primeros 1980 el trabajo 
de varios laboratorios, incluyendo el 
de Richard Hynes, estableció que 
existía una relación física entre las 
fibras de estrés del dtoesqueleto de 
actina y la fibronectína en la matriz 
ex trace luían Muchas de las proteínas 
ritoesquelétícas implicadas en esta 


relación, incluyendo vinculina y 
telina, habían sido identificados, pero 
las proteínas trans membrana críticas 
que unían a las células con la matriz 
extracelular seguían siendo 
desconocidas. 

Los candidatos para proteínas 
transmembrana implicadas en la 
adhesión celular a ¿ matriz 
extra celular han sido identificadas 
empleando anticuerpos preparados 
por diversos grupos de científicos, 
incluyendo a Alan Horwitz y Clayton 
Buck. Estos anticuerpos reconocían 
un complejo de glicoproteínas de 
140 kDa que parecían ser proteínas 
transmembrana. La 
inmunofluorescenda y la microscopía 


i nmunoelec trónica localizaron a estas 
glicoproteínas en puntos de 
adhesiones celulares a la matriz. 
Estudios adicionales mostraron que 
las glicoproteínas de 140 kDa se unían 1 
a fi bronec tina y estaban i m p I i ca da s en | 
la adhesión celular. Así, parecía que 
estas glicoproteínas de 140 kDa eran 
probables candidatos para ser 
proteínas trans membrana 
responsables de la adhesión célula- 
matriz, En los experimentas descritos 
por Tamkun y cois., estos anticuerpos I 
fueron empleados para aislar un clon 
molecular que codificaba una de estas 
glicoproteínas, proporcionando así la 
primera caracterización molecular de 
una integrina. 
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EXPERIMENTO CLAVE 



-intentos 

i aislar un clon molecular que 
calmeaba una de las glícopro teínas 
1 140 kDa, Tamkun y cois, prepararon 
i biblioteca de ADNc a partir de 
SfeXm de fibroblastos procedentes de 
_ brion de pollo. Esta biblioteca de 
A£}\c fue preparada en un vector de 
«presión de bacteriófago y que dirigía 
fc (transcripción y traducción a niveles 
¿dos de los insertos de ADNc 
CBcáridticos en E. coh (véase Flg. 4.21). 
La biblioteca de ADNc contenía 
Ijroxi majamente 100.000 insertos de 
ADNc independientes, suficiente 
|*ra representar clones de todos los 
ARNm expresados en los fibroblastos 
I ■ embrión de pollo a partir del cual 
^ rabia preparado. A continuación, la 
«licteca fue analizada con 
«rtcuerpos frente a las güeoproteínas 
140 kDa para identificar aquellos 
recombinantes que portaban ios 
ONc de interés. Las placas 
producidas mediante fagos 
^combinantes individuales fueron 
teansferidas a filtros de mtroeelulosa, 
tari v como se haría para analizar una 
ü*lioteca recombinante mediante 
•Lbridadón de ácidos nucleicos 
~±<e Fig. 4.26). Sin embargo, para 
«alizar la biblioteca de expresión, 
las filtros fueron analizados con un 
encuerpo para identificar los clones 
Uo? expresaban la proteína deseada. 
Mediante este análisis con 
-r ncuerpos, Tamkun y cois, 
identifica ron con éxito diversos clones 
«combinantes que expresaban 
proteínas que eran reconocidas por 
i ¿s anticuerpos frente a glícoproteínas 
¿e 140 kDa, 

Su siguiente reto era determinar si 
ADNc clonados codificaban 
efectivamente una o más de las 


glicoproteínas de 140 kDa, Con este 
fin emplean proteínas expresadas por 
los clones para purificar anticuerpos 
que reconocían las proteínas 
donadas, Adicionalmente, inyectaron 
conejos con las proteínas clonadas 
para generar nuevos anticuerpos 
dirigidos específicamente frente a las 
proteínas codificadas por los ADNc 
clonados. Los anticuerpos resultantes 
reconocían una de las proteínas del 
complejo de 140 kDa procedentes de 
fibroblastos de embrión de pollo en 
ensayos de ínmunoblot, estableciendo 
la relación entre los ADNc clonados 
con esta proteína. Adicionalmente, 
anticuerpos purificados frente a 
proteínas donadas tiñeron células de 
forma similar a! anticuerpo original 
en ensayos de inmuno fluorescencia , 
generando un patrón de tinción que 
correspondía con los puntos de 
adhesión de fibras de estrés a la 
matriz extracelular (véase figura). Los 
resultados tanto del inmunobbt como 
de 3a inmuno fluorescencia indicaban, 
por tanto, que los ADNc clonados 
codificaban una de las proteínas 
del complejo de glicoproteínas 
de 140 kDa. 

A continuación el ADNc fue 
secuencia do y se encontró que 
codificaba una proteína que consistía 
en 803 aminoácidos. La proteína 
incluía una secuencia señal animo 
terminal y una aparente a hélice 
transmembrana de 23 aminoácidos 
hídrofóbicos cerca del extremo 
carboxilo. La secuencia predecía un 
dominio citosólico corto y un largo 
dominio extracelular que contenía 
múltiples sitios de glicosiladón, 
coasistente con la estructura 
esperada de Ja glicoprotéína 
transmembrana. 


Inmunofluonsscencia de 
fibroblastos de embrión de pollo 
teñidos con el ¿tnüsuero 
original frente al complejo de 
glicoproteínas de 14D kDa (A) o 
con anticuerpos purificados 
frente a la proteína expresada a 
partir de los clones de ADNc (B). 


Impacto 

Hynes y sus colaboradores 
concluyeron que habían clonado un 
ADNc que codificaba una proteína 
transmembrana que funcionaba 
conectando la fibronectina de la 
matriz extracelular con el 
dtoesqueleto. Nombraron a la 
proteína integrina «para denotar su 
papel como un complejo integral de 
membrana implicado en la asociación 
transmembrana entre la matriz 
extracelular y el dtoesqueleto». 

El clona je inicial de la Lntegrína dio 
lugar a nuestra actual comprensión 
de la base molecular de las uniones 
celulares estables. En las adhesiones 
focales, ías integrinas asocian la matriz 
extracelular con los filamentos de 
aetina. Adicionalmente, las integrinas 
median la adhesión de células 
epiteliales a la matriz extracelular en 
los hemídesmosomas donde se 
asocian la matriz extracelular con los 
filamentos intermedios. Así, como fue 
sugerido por Hynes y sus 
colaboradores, las integrinas juegan 
un papel general en la adhesión 
célula -matriz. Estudios posteriores 
han demostrado que las integrinas 
también juegan un papel importante 
como complejos señalizadores en las 
células, transduciendo señales desde 
el exterior celular para controlar 
múltiples aspectos del movimiento 
celular, la proliferación y la 
supervivencia (estudiado 
en el Cap, 15), La caracterización de 
las integrinas, por tanto, abrió la 
puerta no sólo a la comprensión de la 
naturaleza de la adhesión celular a la 
matriz, sino también a la dilucidación 
de nuevos mecanismos de 
señalización que regulan el 
comportamiento celular 
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la matriz extracelular es la responsable de la estabilidad de las uniones céi.-H 
la-matriz. Distintos tipos de interacciones entre las integrinas y el dtoesqta 
!eto se encuentran en dos tipos de contactos célula -matriz, las adhesión < 
focales y los hemidesmosomas, que se describieron en el Capítulo 12. 
adhesiones focales anclan varios tipos celulares, incluyendo a los fibrob’ 
tos, a la matriz extracelular. En las adhesiones focales, los dominios oí - 
plásmicos de las subunidades (3 de las integrinas anclan el citoesquelete 
actina mediante su asociación con paquetes de filamentos de actina a tra 
de proteínas de unión a la actina como la a-actinina, talina y vine u lina, 
hemidesmosomas median las uniones entre células epiteliales en las 
una integrina específica (denominada a*f3 4 ) interacciona a través de la p 
tina y BP230 con los filamentos intermedios en lugar de con la actina. Ed 
está mediado por la larga cola eitoplásmica de la subunidad de la i n teci- 
na, La integrina a$ 4 se une a la laminina, de forma que los hemidesmos 
mas anclan las células epiteliales a la lámina basal. Una proteína adiar 
BF18Ü, es importante en el ensamblaje y estabilidad de los hemidesrr 
mas. La plectina y BP23Ü son miembros de la familia plaquina, que es ■ 
familia de proteínas implicada en la formación de enlaces con filamentos 
termedíos tanto en hemidesmosomas como en desmosomas (estudiad, 
la siguiente sección de este capítulo). BP180 comparte homología de 
cuencias con los colágenos transmembrana. 

Las interacciones célula-matriz, al igual que las interacciones célula-v- 
ía estudiadas en la próxima sección, se desarrollan mediante un reci 
miento por pasos de moléculas específicas de las uniones a membranas 
lulares, Las adhesiones focales se desarrollan a partir de un pequeño | 
de integrinas, denominados complejos focales, por el reclutamiento 
cuencial de la taima, vinculina, a-actínina y otras moléculas del comple-; 
adhesión. Los complejos focales forman las conexiones iniciales con el 
esqueleto de actina y reclutan formina, que inicia la formación de paq 
de actina (véase Lig. 12.6), y miosina II, que da lugar al desarrollo de te - 
en el punto de adhesión. Durante este proceso, los complejos pasan de 
tener 10 tipos distintos de proteínas a más de 100. La tensión permite la 
mación de un área mayor de adhesión célula-matriz y el reclutamiento 
moléculas señalizadoras (analizado en el Cap. 15) a las uniones cel 
Las adhesiones focales pueden ser interacciones muy estables impli 
en la estructura tisular, o pueden renovarse rápidamente a medida que 
células se desplazan (véase Fig. 12.34), Durante la migración celular, la 
mación de nuevos complejos focales en el frente de avance de la célula 
sulta en la pérdida de tensión en las viejas uniones focales, dando luga: ; 
inactivación de la unión de las integrinas a la matriz extracelular. 

El progreso reciente en el análisis de la estructura de integrinas, ha 
mitido la comprensión de los cambios regulados en la actividad de las 
grinas que subyace el rápido ensamblaje y desensamblaje de las adhe:* 
focales durante el movimiento celular. La capacidad de las integrinas 
unir reversiblemente componentes de la matriz depende de su capa 
para cambiar de conformación entre su estado activo e inactivo (Fig. 14* 

En su estado inactivo, las integrinas son incapaces de unirse a la matriz p 
que ios grupos de la cabeza que contienen el dominio de unión al ligan á , 
encuentran cerca de la superficie celular. Las señales desde el citóse 1 
unión a talina o vinculina, cambian la conformación de los dominios < 
licos y extracelulares de las integrinas, extendiendo los grupos de la 
hacia el interior de la matriz y permitiendo su unión al ligando. Esto a 
vez transmite una señal al citosol que permite a la célula responder ¿ 
unión de la integrina y recluta integrinas adicionales a los puntos de 
sión, dando lugar a la formación de adhesiones focales. Señalizaciones 
siguientes desde el interior celular pueden causar el cambio conforma 
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o x noy disociar la mtegrina de su ligando, dando lugar al desensamblaje 
las adhesiones focales. 

De manera similar a las células vegetales, que modifican sus paredes celu- 
Itei para crecer, las células animales modifican la matriz extracelular con- 
kme crecen y migran. Las células secretan varios tipos de enzimas que mo- 
¿rea n glucosaminoglicanos (como hiaiuronidasas y condroi ti nasas), así 
pno una familia extensa de proteasas. Una de las primeras proteasas iden- 
■nacidas fue una enzima que digería colágeno (colagenasa), descubierta en 
B%2 por el grupo de Jerome Gross y Charles Lapiere en colas de renacuajos 
He rana en fase de metamorfosis. Esta enzima se convirtió en el primer com- 
pensrte de lo que después sería la familia de metal oproteasas de matriz, que 
■legra a 23 proteasas diferentes en el ser humano (24 en el ratón). Estas en- 
se ocupan de degradar diversas proteínas de matriz, como colágenos, 
he * mina y perlecán, además de receptores de superficie celular y moléculas 
hé adhesión. En muchos casos, la escisión del sustrato proteico por acción de 
b*etaloproteasa da lugar a la liberación de fragmentos peptídicos dotados 
actividades biológicas independientes. Por ejemplo, una reacción de esd- 
|B " de lamín i na genera un péptido que favorece la migración celular. 


Figura 14.21 La activación 
de las integrinas. En su 

estado inactivo, los grupos 
de la cabeza de las 
integrinas se mantienen 
próximas a la superficie 
celular Las señales desde el 
citosol activan a las 
integrinas, de forma que los 
grupos de las cabezas se 
extienden permitiendo su 
unión con la matriz 
extracelular Esto 
desencadena el 
reclutamiento de integrinas 
adicionales y de La 
formación de adhesiones 
focales. En las células en 
migración, el cambio 
opuesto de conformaciones 
puede disociar a las 
integrinas de la matriz. 


racciones célula-célula 

interacciones directas entre las células, al igual que entre las células y la 
: extracelular, son críticas para el desarrollo y para la función de los 
smos pluricelulares. Algunas interacciones célula-célula son transito- 
corno las interacciones entre las células del sistema inm unitario y Jas 
acciones que dirigen a los glóbulos blancos sanguíneos a los lugares de 
ación tisular. En otros casos, las uniones estables célula -célula desenv 
un papel clave en la organización de las células en los tejidos. Por 
pío, varios tipos diferentes de uniones estables célula-célula son criti- 
cara el mantenimiento y la función de las láminas de células epiteliales. 
\ás de mediar la adhesión celular, tipos especializados de unión pro- 
onan mecanismos para la rápida comunicación entre células. Las célu- 
egetales también se asocian con las células vecinas no sólo mediante 
cciones entre sus paredes celulares, sino también mediante uniones 
palizadas entre sus membranas plasmáticas. 

:nes adhesivas 

adhesión célula -célula es un proceso selectivo, de tal forma que las célu- 
se adhieren solamente a otros tipos específicos de células. Esta selecti vi- 
se demostró por primera vez en estudios clásicos de desarrollo emb no- 
que mostraban que las células de un tejido (p. ej., el hígado) se 
■^-.eren específicamente a células del mismo tejido antes que a células de 
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Figura 1 4.22 Adhesión entre los 
leucocitos y las células endoteíiales. 

Los leucocitos abandonan la 
circulación en los lugares de 
inflamación tisú lar irtteraccíonando 
con las células endoteíiales de las 
paredes de los capilares. El primer 
paso en esta interacción es la unión de 
las selec tinas leucocitarias a los 
ligandos de carbohidrato de la 
superficie de la célula endotelial A este 
paso le siguen interacciones más 
estables entre las integrinas y 
moléculas de adhesión intercelular 
ÍICAM) — pertenecientes a la 
superfamilia de las Ig— en las células 
endoteíiales. 


Tabla 14.2 Moléculas de adhesión celular 


Familia 

Ligando* reconocidos 

Uniones celulares estables 

Selectinas 

Carbohidratos 

No 

Integrinas 

Matriz extracelular 

Adhesiones focales 
y hemidesmosomas 


Miembros de la superfamLLia Ig 

No 

Superfamília 
de Ig 

Integrinas 

No 


Otras proteínas de la 
superíamíliíi ig 

No 

Cadherinas 

Otras cadherinas 

Uniones adherentes 
y desmo somas 


un tejido diferente (p. ej. H cerebro). Esta adhesión célula-célula selectiva vie- 
ne mediada por proteínas transmembrana denominadas moléculas de ad- 
hesión celular, que pueden dividirse en cuatro grupos principales: las se- 
lectinas, las integrinas, la superfamilia de las inmunoglobulinas ilp 
(llamadas así debido a que contienen dominios estructurales similares a las 
inmunoglobulinas), y las cad he riñas (Tabla 14.2). Las adhesiones celular^ 
mediadas por se lee tinas, integrinas y la mayoría de las cadherinas requi^ 
ren Ca~", o Mn 2+ , de modo que muchas de las interacciones adhesivas 
entre células son dependientes de cationes divalentes. 

Las selectinas median interacciones transitorias entre los leucocitos y las 
células endoteíiales o las plaquetas sanguíneas. Existen tres miembros de i 
familia de las selectinas: L-selectina, que se expresa en los leucocitos; E-sc- 
Leetína, que se expresa en las células endoteíiales; y P-selectina, que se ex- 
presa en las plaquetas. Como se estudió en el Capítulo 13, las selectinas re- 
conocen a los carbohidratos de la superficie celular (véase Fig. 13,15). Un. 
de sus papeles clave es iniciar las interacciones entre los leucocitos y las ce- 
lulas endoteíiales durante la migración de los leucocitos desde la circuía 
ción a los lugares de inflamación Hsular (Fig. 14.22). Las selectinas mediar 
la adhesión inicial de los leucocitos a las células endoteíiales. Tras este» ^ 
forman adhesiones más estables, en las que las integrinas de la superficie de 
los leucocitos se unen a moléculas de adhesión intracelular (ICAM), que 
son miembros de la superfaniilia de las Ig que se expresan en la superficie 
de las células endoteíiales. Los leucocitos firmemente sujetos son capaes 
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entonces de penetrar la pared de los capilares y entrar al tejido circundante, 
migrando entre las células endoteliales. 

La unión de las 1CAM a las integrinas es un ejemplo de interacción hete* 
ro tilica, en que una molécula de adhesión de la superficie de una célula 
?. cj., una ICAM) reconoce una molécula diferente de la superficie de otra 
célula (p. ej„ una íntegrina). Otros miembros de la superíamilia de las lg 
-edian interacciones homofíticas, en las que una molécula de adhesión de 
^ superficie de una célula se une a la misma molécula de la superficie de 
orra célula. Esta unión homofílica conduce a una adhesión selectiva entre 
-.alas del mismo tipo. Por ejemplo, las moléculas de adhesión de células 
a ? -y losas (N-CAM) son miembros de la superfamilia de las lg que se expre- 
san en las células nerviosas, y la unión homofílica entre N-CAM contribuye 
2 formar asociaciones selectivas entre las células nerviosas durante el de- 
sarrollo, Existen más de den miembros de la superfamilia de las Ig, los cua- 
ies median diversas interacciones célula-célula. 

La cuarta clase de moléculas de adhesión celular son las cad hermas. Las 


odherinas están implicadas en la adhesión selectiva entre células embrio- 
s, la formación de sin a p sis específicas en el sistema nervioso, y son las 
-- reinas principalmente responsables del mantenimiento de las uniones 
ables entre células en los tejidos. Las cadherinas son una gran familia de 
einas (unos 80 miembros) que comparten un dominio extracelular alta- 
re conservado que median interacciones principalmente hemofíJicas, 
ejemplo, la E-cadherina se expresa en la superficie de células epiteliales 
modo que las interacciones hemofüicas entre E-cadherinas da lugar a la 
ion selectiva entre células epiteliales. Debe mencionarse que la pérdi- 
? E-cadherina puede contribuir al desarrollo de cánceres que surgen de 
i epiteliales, ilustrando la importancia de las interacciones célula-cé- 
en el control del comportamiento celular. Diferentes miembros de la fa- 
* de las cadherinas, como la N-cadherina (cadherina neural) y la P-cad- 
a (cadherina piacentaria), medían la adhesión selectiva a otros tipos 
s. Hay diversas subfamilias de cadherinas (cadherinas clásicas, cad- 
as desmosóxnicas, cadherinas semejantes a lípidos y cadherinas de sie- 
uos transmembrana) que difieren principalmente en sus dominios 
membrana y citosólicos. 

■ interacciones célula-célula mediadas por selectinas, integrinas y la 
□ría de los miembros de la superfamilia de las lg son generalmente 
. rales, si bien las proteínas de la superfamilia de las lg (como N-CAM) 
lenen en la creación de uniones estables en las sinapsis neuronales. 
obstante, las uniones de adhesión estable entre el citoesqueleto de célu- 
v acentes suelen basarse en las cadherinas. Como se analizó en el Ca- 
12, estas uniones célula-célula son de dos tipos: uniones adherentes 
osomas. En estas uniones, las cadherinas clásicas y desmosómicas 
unidas a los paquetes de actina y filamentos intermedios, respectíva- 
. mediante al interacción de sus colas citosólicas con la fl-catenína o 
La desmoplaquina. El papel de las cadherinas en asociar los citoesquele- 
de células adyacentes es, por tanto, análogo al de las integrinas en for- 
uniones estables entre células y la matriz extracelular, 
unidad estructural básica de una unión adherente se compone de 
:iina, pllü y ct-catenina, además de las cadherinas clásicas trans- 
rana (Fig. 14.23). La [3-catenina y la p!20 pertenecen a la familia de las 
as armadillo (que reciben su nombre de la proteína (3-catenina de 
i:7íi). Se unen a la cola citosólica de las cadherinas para mantener la 
dad de las uniones. Por otra parte, la [i-catenina se une a la üí-cateni- 
: pesar de su nombre, la a-caten ina no forma parte de la familia de las 
s armadillo, sino que está más relacionada con la vinculina. Desem- 
una función clave en la asociación de las uniones adherentes con el ci- 
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Figura 14.13 Uniones ad he rentes. En las uniones adherentes, 
las cadherinas se unen a filamentos de actina. La p-catenina y la p!20 
se unen a las colas citosólicas de aquellas. Además, la p-catenina 
se une a la u-catenina, que asociaría a los filamentos de actina 
con las uniones adherentes a través de la regulación de su ensamblare 
y organización. 


toesqueleto de actina, aunque aún no se ha descubierto el me- 
canismo de funcionamiento de la tx-catenina. Los datos nui' 
modernos indican que no se uniría directamente a los filamen- 
tos de actina, aunque podría hacerlo a otras proteínas de unión 
a estos filamentos. Otra posibilidad sería que actuara anclando 
los filamentos de actina a las uniones adherentes de manera in- 
directa a través de la regulación de su ensamblaje y organiza- 
ción. En cualquier caso, la a-catenina y la (3-catenina asocian d 
ri toesqueleto de actina de una célula al de otra célula adyacen- 
te por medio de las ca merinas transmembrana. 

Además de las cadherinas, un segundo tipo de molécula cié adhesión ce- 
lular, la nectina, también se encuentra presente en las uniones adherentes 
Existen cuatro nectínas conocidas y una familia de proteínas semejantes a ii 
neetina, que son miembros de la superfamilia de las Ig. Al igual que las cac- 
he riñas, las nectínas interaccionan de forma homofílica, pero Las nectínas 
también pueden unirse hetera fíl i ca mente a diferentes nectínas de la mem- 
brana de la célula opuesta. Las nectínas también están implicadas en las 
asociaciones con el citoesqueleto de actina, pera su principal papel pare:* 
residir en la formación de uniones. En particular, parece que las adhesiones 
celulares están mediadas inidalmente por interacciones entre las neetina? 
que a continuación reclutan cadherínas a los sitios de adhesión. Las cadht- 
rinas a continuación reclutan a las proteínas de unión a la actina, comí’ ^ 
v incu lina, para comenzar el ensamblaje de una imión adherente madura. 

Los desm osomas asocian directamente los dtoesqueletos de filamentos 
intermedios de células adyacentes (Fig. 14.24). Las cadherínas transmem- 
brana, desmogleína y desmocoiina, se unen mediante interacciones heter > 
fíiicas a través de la unión. Las proteínas de la familia armadillo placoglc- 
bina y placofilina se unen a las colas citosólicas de las cadherínas r 
proporcionan un enlace directo con la proteína de unión a fila- 
mentos intermedios, desmoplaquina. La desmopla quina es un 
miembro de la familia plaquina y está relacionada con la plecn- 
na, que funciona análogamente en los hemidesmosomas (véase 
Fig. 14 20). La fuerza de las uniones desmosómicas entre célu- 
las es una propiedad tanto de los filamentos intermedios a loa 
que se unen como a las múltiples interacciones entre pía cogí - 
bina, placofilina y d es mopl aquina que unen los filamentos in- 
termedios a las cadherinas. La variación tisular de las caracte- 
rísticas de los desmosomas se logra a través de la existencia de 
numerosos genes que codifican cadherinas desmosómicas 
proteínas de la familia de armadillo. 


Figura 14.24 Desmosomas. En los desmosomas, las cadherinas 
desmosómicas (desmogleína y desmocoiina) se asocian con los 
filamentos intermedios. Las proteínas de la familia armadillo 
placogiobina y placofilina se unen a las colas citosólicas de las 
cadherinas. También se unen a la desmoplaquina, que se une a los 
filamentos intermedios. 
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Figura 14.25 Uniones estrechas. 

(A) Microg rafia electrónica de células 
epiteliales unidas por un complejo de 
unión, que incluye una unión estrecha, 
una unión adherente y un desmosoma. 

(B) Las uniones estrechas se forman 
por interacciones entre hebras de 
proteínas transmembrana de las células 
adyacentes. (A, Don Fawcett/ Photo 
Researchers, lnc.) 


Proteinas transmembrana 


Dominio basolatera! 


Uniones estrechas 

Las uniones estrechas son críticamente importantes para la fundón de las 
láminas de células epiteliales como barrera entre compartimentos fluidos. 
Por ej empio, el epitelio intestinal separa la luz del intestino dei tejido conec- 
tivo subyacente, que contiene capilares sanguíneos. Las uniones estrechas 
juegan dos papeles para permitir que los epitelios cumplan con dichas fun- 
ciones de barrera. En primer lugar, las uniones estrechas forman sellos que 
previenen el paso libre de moléculas (incluyendo los iones) entre las células 
de las láminas epiteliales. En segundo lugar, las uniones estrechas separan 
los dominios apical y basóla te ral de la membrana plasmática, impidiendo 
Sa libre difusión de lípidos y proteínas de membrana entre ellos. Como con- 
secuencia, existen sistemas de transporte especializados en los dominios 
apical y basolateral capaces de controlar el tráfico de moléculas entre los 
distintos compartimentos extracelulares, como el transporte de glucosa en- 
tre la luz intestinal y el suministro sanguíneo (véase Fig. 13.35). Mientras 
que las uniones estrechas son sellos muy efectivos del espacio extraceluiar, 
proporcionan una mínima fuerza adhesiva entre céíulas opuestas, de modo 
que generalmente se asocian con uniones adhe rentes y desm osomas para 
formar un complejo de unión (Fig. 14.25), 

Las uniones estrechas son los contactos más estrechos conocidos entre cé- 
lulas adyacentes. Originalmente fueron descritos como sitios de aparente 
fusión entre las caras externas de Jas membranas plasmáticas, aunque ac- 
tualmente está claro que las membranas no se fusionan. Por el contrario, las 
uniones estrechas están formadas por una red de hebras proteicas que con- 
tinúan a lo largo de toda la circunferencia celular (véase Fig. 14.25B), Cada 
hebra de estas redes está compuesta por proteínas transmembrana de la 
ocludina, Ja claudina, y de moléculas de adhesión de las uniones (JAM: jutte- 
tional adhesión molecules) (Fig. 14.26). Estas tres proteínas se unen a proteínas 
similares en células adyacentes, sellando así el espacio entre las membranas 
plasmáticas. Las colas citosólicas de las ocludinas, las claudinas, y JAM tam- 
bién se asocian con proteínas de la familia de la zomda occludens, que aso- 
cian el complejo de unión estrecha con el citoesqueleto de actüia y mantie- 
nen a la unión estrecha en su localización en la membrana plasmática. Las 


M Las capas de células epiteliales 
constituyen barreras significativas 
frente a los microorganismos 
invasores. Las bacterias 
patogénicas han desarrollado 
estrategias que alteran los 
complejos de unión, 
permitiéndoles penetrar entre las 
células de las láminas epiteliales. 



Sección Hl • Estructura y función celulares 


592 





Membrana 

plasmática 


Ocludina 


Claudina 


Figura 14*26 Proteínas de las uniones estrechas. Existen tres proteínas transmembrana 
principales en una unión estrecha: ocludina, el andina y la molécula de adhesión de las 
uniones (JAM), JAM posee dos dominios de lg e interacciona con una JAM en la célula 
opuesta a través del dominio más N- terminal de ellos. La ocludina y la cía u dina 
interaccionan con moléculas similares en la célula opuesta. Las tres proteínas 
transmembrana interaccionan con las proteínas de la zonuía oedudens que se unen 
a los filamentos de actina. 
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nectinas también pueden estar presentes en las uniones estrechas, pero su 
papel principal parece estar en el reclutamiento de daudínas para iniciar la 
formación de uniones estrechas, de forma análoga a su papel en la forma- 
ción de uniones adher entes. 

Uniones de tipo gap 

Las actividades de células individuales en los organismos multicelulares 
deben estar estrechamente coordinadas* Esto puede conseguirse mediante 
moléculas señalizadoras que son liberadas por una célula y actúan sobre 
otra, como se analiza en el Capítulo 15. Sin embargo, en un tejido indivi- 
dual, como el hígado, las células a menudo se encuentran unidas mediante 
uniones de fipo^ap, que proporcionan conexiones directamente entre los 
citoplasmas de células adyacentes. Las uniones gap son canales abiertos a 
través de la membrana plasmática, que permiten la líbre difusión de iones \ 
pequeñas moléculas (inferiores a aproximadamente mil dalton) entre célu- 
las vecinas, pero que impiden el paso de proteínas y ácidos nucleicos. Come 
consecuencia, las uniones gap acoplan tanto las actividades metabó liras 
como las respuestas eléctricas de las células que conectan. La mayoría de las 
células en los tejidos animales — incluyendo células epiteliales, células en- 
d o te lia les y las células del músculo cardíaco v Liso — se comunican median- 
te uniones gap. En células eléctricamente excitables, como las células del 
músculo cardíaco, el paso directo de iones a través de uniones gap acopla v 
sincroniza las contracciones de las células vecinas. Las uniones gap también 
permiten el paso de algunas moléculas de señalización i ntra celular, como e 
AMPc y el Ca ú entre células adyacentes, potencialmente coordinando las 
respuestas celulares en los tejidos. 

Las uniones de tipo gap están construidas sobre proteínas transmembra- 
na de la familia conexina, que consiste en al menos 21 proteínas humanas 
diferentes (Fig. 14.27). Seis con ex mas se ensamblan para formar un cilindro 
con un poro acuoso abierto en su centro (Fig* 14 . 28 ). Este ensamblaje de ce- 
ne xinas, conocido como cortexón, en la membrana plasmática de una célula 
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Figura 14.27 Conexinas de fas 
u ni unes tipo gap. La conexina 43 y la 
conexína 45 son sendos ejemplos de las 
21 conexinas distintas identificadas en 
el ser humano. 


se alinea con un conexón de una célula adyacente, formando un canal abier- 
to entre ambos citoplasmas. Las membranas plasmáticas de ambas células 
están separadas por un espacio que corresponde al espacio ocupado por los 
dominios extracelulares de las conexinas --de ahí su nombre «gap juncthvi», 
c.iy significa hueco en inglés, que fue acuñado por los microsco pistas elec- 
trónicos — . Muchas células expresan más de un miembro de la familia cone- 
\ma, y combinaciones de diferentes conexinas puede dar lugar a uniones de 
tipo gap con propiedades diversas. 

Los ensamblajes especializados de uniones gap pueden tener lugar en eé- 
tilas nerviosas específicas en todos los eucariotas y forman una sinapsis 
eléctrica. Los conexones individuales en el interior de la sinapsis eléctrica 
rueden abrirse o cerrarse en respuesta a diversos tipos de señales pero, una 
. ez abiertos, permiten el paso rápido de iones entre dos células nerviosas, 
1 a importancia de las uniones — especialmente en el sistema nervioso — 

está ilustrado por el numero de patologías humanas asociadas con mu tacita 
oes en los conexones. 





Figura 14.26 Uniones de tipo gap. 

i A) Micrografía electrónica de una 
unión de tipo gap (flechas) entre dos 
células hepáticas. (B) Las uniones de 
tipogpp están constituidas por 
ensamblajes de seis conexinas que 
forman canales abiertos a través de las 
membranas plasmáticas de las células 
adyacentes, (A, Don Fawcett y R, 
Wood / Photo Resea relies, Inc) 



Conexión 
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Enfermedades por las uniones de tipo gap 


Enfermedades 

Se ha descubierto que diversas 
patologías humanas sin relación entre 
sí son el resultado de mutaciones de 
genes que codifican proteínas conexina 
de ias uniones de tipo gap. La primera 
de estas patologías que se describió es 
la forma ligada al cromosoma X de la 
patología de CharcohMarie-Tooth 
(CMT), que se mapeó a mutaciones en 
el gen que codificaba la conexina 32 
en 1993, El CMT es una patología 
hereditaria que da lugar a la 
degeneración progresiva de los 
nervios periféricos, con una lenta 
pérdida del control muscular, 
finalmente degeneración muscular. Se 
conocen más de 270 mutaciones 
distintas del gen de la conexina 32 
que se vinculan con el CMT, El CMT 
también puede estar causado por 
varios genes diferentes que codifican 
proteínas de mielina, defectos que 
desencadenan directamente en la 
degeneración de los nervios mielinicos. 
Adicionalmente, una forma de CMT 
ha sido mapeada a una mutación en 
eí gen de la lámina nuclear A (véase 
Cap. 9 Medicina Nuclear, Patologías 
de la Lámina Nuclear), 

El descubrimiento de que el CMT 
podría estar causado por mutaciones 
en una conexina, implicaba que las 
uniones de tip ogap jugaban un papel 
crítico en los nervios mielinizados. 
Adicionalmente, el CMT sólo era la 
primera de varias patologías 
hereditarias que ahora se han 
relacionado con mutaciones en genes 
que codifican conexinas, Las 
consecuencias patológicas más 
comunes de las mutaciones en 
conexinas son las cataratas, trastornos 
de la piel y la sordera. 

Bases moleculares y celulares 

El gen orna humano contiene 21 genes 
que codifican distintas conexinas 
(genes Ge), que están divididas en tres 
subfamilias (a, P y y). Mutaciones en 
odio de estos genes han sido 
identificadas como causantes de 
patologías humanas (véase Tabla), 

Por ejemplo, las mutaciones de 
Cx32/$1 están asociadas con la 


patología de CharcobMarie-Tooth y 
con la sordera. Las proteínas de la 
familia conexinas poseen una 
expresión de amplia distribución; 
Cx32/|31 se expresa en los nervios 
periféricos, hígado y tejido cerebral, y 
0x43 al (también asociado con la 
sordera) se expresa en más de 35 
tejidos humanos diferentes. Así, 
resulta sorprendente que hay menos 
de 1U tipos diferentes de tipos de 
patologías humanas conocidas cuya 
causa son mutaciones de las 
conexinas. Puesto que muchos tejidos 
expresan diversas proteínas conexinas 
diferentes, la simple explicación de 
ausencia de un defecto en muchos 
tejidos resultante de la pérdida de 
una sola conexina, es que otras 
conexinas compensan la función de la 
que está ausente. La cuestión es, por 
tanto, por qué una sola mutación 
cualquiera en un solo gen de conexina 
causa una patología humana. 

E! descubrimiento inicial de 
mutaciones de Cx32ffi en CMT 
estaba basado en ocho mutaciones 
diferentes en varias familias: seis 
cambios de una sola base que 
resultaban en sustituciones no 
conservativas de los aminoácidos, un 
cambio del mareo de lectura que 
generaba una proteína más corta, y 
una mutación en la región promotora 
del gen. Estas ocho mutaciones en 
Cn:32/pi, además de otras 262 que han 
sido descubiertas posteriormente, 
causan un CMT clínica mente 
idéntico, sugiriendo que los nervios 
mielinizados pueden ser un tejido 
especialmente sensible a defectos en 
las uniones tipo^ap. Otros tres tejidos 


también parecen ser sensibles a 
mutaciones en las conexinas: la lente 
del ojo, el epitelio sensorial del oído 
interno y la piel. La sensibilidad de la 
Lente es más fácil de comprender, 
porque las células fibrosas de Ja lente 
pierden la mayoría de sus organillos 
durante d desarrollo y se llenan de 
una proteína cristalina para permitir 
el paso de la luz. Deben obtener 
nutrientes e iones de las células 
epiteliales de la lente a través de las 
uniones gap t y la pérdida de este 
aporte da lugar a la formación de 
cataratas. La sensibilidad del epitelio 
sensorial del oído interno está 
relacionada con la necesidad de las 
células epiteliales de intercambiar K' 
rápidamente a través de la 
comunicación de las uniones gap, La 
base del crecimiento excesivo de las 
capas externas de la piel está menos 
clara , pero se cree que las uniones gap 
juegan un papel en el equilibrio entre 
proliferación y diferenciación, y 
mutaciones en las uniones gap alteran 
este equilibrio. 

Cada uno de estos tejidos expresa 
conexinas adicionales, y su 
incapacidad para compensar la 
pérdida de la conexina matante 
parece estar basada en dos 
fenómenos. A pesar de que las 
uniones de tipo gap pueden formarse 
por combinaciones de diferentes 
conexinas, no todas las conexinas son 
capaces de cooperar para formar 
conexones funcionales. Así, las 
conexinas de los tejidos sensibles 
pueden no ser capaces de compensar 
de forma eficaz una que está muta da. 
ün ejemplo llamativo seria el 


Mutaciones de las uniones de tipo gap en las enfermedades humanas 
Enfermedad Protema conexina 

Enfermedad de CharcoLMdrie-Tooíh Cx32/J3l 

Sordera Cx26/j32, Cx30/p6, Cx3X/p3, Cx32/pL CxWri 

Enfermedades de la piel 

Eiitroquer atodermia variable Cx31 /JB, Cx303/P4 

Síndrome de Vohwinkel Cx26/p2 

Cataratas Cx46/o3, Cx5Q/a8 

Las proteínas Cx se nombran por d peso molecular o por la pertenencia a una subfamilia. 
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descubrimiento reciente de la 
alteración del desarrollo cerebral 
como consecuencia de la presencia de 
Cx2í/p2 y Cx43 /al en los contactos 
entre células nerviosas migratorias y 
células de la glfa a lo largo del 
desarrollo del cerebro en el ratón y la 
desaparición de las conexinas, pero 
no de la inactivación de su función de 
canal. Adicionalmente,, los conexones 
de las uniones gnp son ensamblados 
no en la superficie celular, sino en el 
aparato de Golgí o antes en el proceso 
secretor Así, una sola conexina 
mutaníe que no puede ser procesada 
v exportada adecuadamente puede 
actuar como un dominante negativo e 
interferir con el procesamiento de las 
conexinas normales expresadas en ese 
tejido. Esto ha sido descrito 
recientemente en un imitante de 
Cx46/cú que causa cataratas 
congénitas: la proteína mu tan te no es 
capaz de salir del ClREG 
i compartimento intermedio RE- 
Golgi) o complejo del Golgi, y retiene 
a las conexinas normales. Parece ser, 
por tanto, que la relación de 
determinados trastornos con 


mutaciones en Las conexinas puede 
resultar de las necesidades de las 
uniones gap de un tejido 
determinado, además de la 
naturaleza de las interacciones entre 
conexinas que son expresadas en 
dicho tejido. 

Prevención y tratamiento 

La identificación de diversas patolo- 
gías humanas causadas por 
mutaciones en los genes de conexina 
ilustra la importancia de las uniones 
de tipo grtp en la función tísular 
normal, Al igual que otras limones 
críticas para la estructura tísular o la 
función, las uniones gap parecerían ser 
localizaciones obvias para patologías 
hereditarias humanas, sin embargo 
dichas patologías son poco frecuentes. 
Descubrimientos recientes sobre el 
procesamiento y ensamblaje de los 
conexones de las uniones de tipo gap 
han empezado a explicar las bases de 
estas patologías infrecuentes. Mientras 
que se cree que todos los genes de 
conexinas humanas han sido 
descritos, la distribución tísular de las 
proteínas — especialmente durante eí 


desarrollo embrionario — sigue siendo 
poco conocido. Nuevos conocimientos 
sobe la distribución e interacciones de 
las proteínas de la familia concxina 
proporcionará una base para la 
comprensión de cada una de las 
patologías resultantes de mutaciones 
en ios genes que codifican conexinas. 
Sólo entonces podrán desarrollarse 
posibles terapias compensatorias 
— por ejemplo, regulando la 
proliferación celular en la piel o el 
intercambio de K en el oído interno. 
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Ptasmodesmas 

La adhesión entre las células vegetales tiene lugar a través de sus paredes ce- 
llares en vez de mediante proteínas transmembrana. En particular, una re- 
c.ón especializada rica en pectína de la pared celular llamada la lámina media 
utíla como un pegamento que mantiene unidas las células adyacentes. Debi- 
do a la rigidez de las paredes celulares vegetales, las asociaciones estables en- 
tre las células vegetales no requieren la formación de puentes cítoesquel éticos, 
romo aquellos proporcionados por los des m osomas y las uniones adhe rentes 
de las células animales. Sin embargo, las células vegetales adyacentes se co- 
munican entre sí mediante conexiones citoplasma ticas llamadas plasmodes- 
mas (Fig. 14.29). A pesar de ser diferentes en su estructura los plasmodesmas 



Figura 14.29 Plasmodesmas. 

Mi ero grafía electrónica de 
plasmodesmas (flechas). (£. H. 
Newcomb, Univeísity of 
Wfeconsin/ Biológica! Photo Service,) 
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Figura 14.30 Estructura de los 
plasmodesmas. En un plasmodesma, 
las membranas plasmáticas de las 
células vecinas son continuas, 
formando canales dtoplá&micos a 
través de las paredes celulares 
adyacentes. Una extensión del retículo 
endoplásmíco generalmente pasa a 
través del can ah (A, De Tilnoy, L., T. ]. 
Cooke, P. $, Connelly y M. 5. Tilney. 
199U J. Cell BioL 112: 739-748.) 


PALABRAS CLAVE 


peptidoglicano 


quitina, celulasa,hemicelulasa, 
pectina, pared celular primaria, 
pared celular secundaria, 
lignina, presión de turgencia, 
auxina, celulosa sintetasa 
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funcionan de forma análoga a las uniones gap como un medio de comunica- 
ción directa entre células adyacentes en el interior de los tejidos. 

Los plasmodesmas se forman a partir de la separación incompleta de cél li- 
las hijas después de una mi tosí s vegetal. En cada plasmodesma la membrana 
plasmática de una célula es continua con la de su vecina, creando un cana 
abierto entre los dos dtosoles (Fig. 14,30), Una extensión del retículo ende- 
plasmático liso pasa a través del poro, dejando un anillo de citoplasma dr* 
cúndante a través del cual los iones y las moléculas pequeñas son capaces de 
pasar libremente entre las células. Los plasmodesmas son estructuras dinárr 
cas que pueden abrirse o cerrarse en respuesta a los estímulos apropiados 
permitiendo el paso regulado de m acromo! éc rilas entre células adyacentes 
Además, los plasmodesmas pueden expandirse en respuesta a un estímul 
apropiado, permitiendo el tránsito regulado de macromoléculas entre las cé- 
lulas adyacentes. De esta manera, los plasmodesmas desempeñan un pape 
clave en el desarrollo vegetal mediante el control del tráfico de moléculas re- 
guiadoras, como son ios factores de transcripción o los ARN, entre las células 


RESUMEN 


PAREDES CELULARES 

Paredes celulares bacterianas: El principal componente de las paredes 
celulares bacterianas es un peptidoglicano constituido por cadenas de 
polisacáridos unidas transversalmente mediante péptidos cortos. 

Paredes celulares eucarióticas ; Las paredes celulares de los hongos, alga- 
y plantas superiores se componen de polisacáridos fibrosos (p. ej v celulo- 
sa) embebidos en una matriz gelatinosa de polisacáridos y proteínas. Sus 
paredes celulares rígidas permiten a las células vegetales expandirse rá- 
pidamente por la entrada de agua. 





S97 
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RESUMEN 

1 PALABRAS CLAVE 

MATRIZ EXTRACELULAR E INTERACCIONES CÉLULA-MATRIZ 

Proteínas estructurales de la matriz: Las principales proteínas estructu- 
rales de la matriz extracelular son miembros de la gran familia proteica 
de los colágenos. Los colágenos forman fibrillas que caracterizan la ma- 
triz extra celular de los tejidos conectivos, además de formar redes en la 
lámina basal. 

matriz extracelular, lámina 
basal, colágeno, fibrilla de 
colágeno, procolágeno, fibra 
elástica, elastína 

Polisacáridos matriciaíes: Los polisacáridos en forma de glicosaminogli- 
canos y proteogii canos constituyen la mayor parte de la matriz extracelu- 
lar. Se une y modifican las fibrillas de colágeno e interaccionan con todo 
d resto de moléculas de la matriz. 

gíicosaminoglícano (GAG), 
proteoglkano 

Proteínas de adhesión de la matriz; Las proteínas de unión a la matriz 
asocian a los componentes de la matriz extracelular entre sí y son los 
principales sitios de unión para las integrinas, que median la mayoría de 
hs adhesiones célula -matriz. 

fibroneotina, taminina, 
entactina 

Interacciones célula-matriz: Las integrinas son los principales receptores 
de la superficie celular que unen las células a la matriz extracelular. En 
las adhesiones focales y en los hemidesmosomas, las integrinas propor- 
cionan enlaces estables entre la matriz extracelular y los citoesqueletos de 
actina y de filamentos intermedios, respectivamente. 

integrma, adhesión focal, 
hemidesmosoma, plaquina, 
complejo focal 

INTERACCIONES CÉLULA-CÉLULA 

Uniones adhesivas: Las interacciones selectivas intercelulares están me- 
diadas por cuatro grupos principales de proteínas de adhesión celular; 
^electinas, integrinas, miembros de la superfamilia de las inmunoglobuli- 
nas (Ig) y cadherínas. Las cadherinas unen los citoesqueletos de las célu- 
las adyacentes en las uniones célula-célula estables. 

molécula de adhesión celular, 
selectína, integrina, superfa- 
milia de las ínmunoglobulinas 
(Ig), cadherina, interacción 
heferofíltca, interacción 
homofílica, unión adherente, 
desmosoma, familia de 
proteínas armadillo, nectina, 
desmogleina, desmosolína 

ÜrítDíícs estrechas; Las uniones estrechas impiden e\ libre tránsito de las 
¡moléculas entre las células epiteliales, y separan los dominios apical y ba~ 
solateral de la membrana plasmática. 

unión estrecha, complejo 
de unión 

Uniones de tipa gap; Las uniones de tipo gap son canales abiertos que co- 
nectan los citoplasmas de las células adyacentes. Las sinapsis eléctricas 
tcu uniones de tipo gap que median la señalización entre células del sis- 
tema nervioso. 

unión de tipo gap , conexina, 
conexón, sinapsis eléctrica 

Plasmo desmas: Las células vegetales adyacentes se unen a través de co- 
nexiones citopl asmáticas denominadas plasmodesmas. 

lámina media, plasmodesma 
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Preguntas 

1, ¿En que difieren las paredes celulares 
y sus membranas adyacentes entre bac- 
terias Gram-positívas y Gram-negati- 
vas? 

2. Una fundón importante de ta bomba 
de Na + -K 4 en las células animales es 
mantener el equilibrio osmótico, ¿Por 
qué esto no es necesario en las células 
vegetales? 

3, ¿Cómo imparten fuerza estructural 
las hemicelu losas a las paredes celulares 
vegetales? 

4. ¿Cuál es la importancia de dirigir se- 
lectivamente ios diferentes transporta- 
dores de glucosa a los dominios apical y 
baso lateral de la membrana plasmática 
de las células epiteliales intestinales? 
¿Cuál es el papel de las uniones estre- 
chas en este proceso? 
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Señalización celular 


m Moléculas señalizadoras 
f sus receptores 60 J 

• Funciones de los receptores 
de la superficie celular 61 J 

• #'ros de transducción 
mtracelular de señales 621 

• Transducción de señales 
* crtoesqueleto 640 

• Redes de señalización 644 

m EXPERIMENTO CLAVE: 

: f reptares acoplados a proteínas G 
* :etección de olores 616 

■ MEDICINA MOLECULAR : 

Ls' :er. t ransducción de señales y 
ar<ogenes ras 633 


Todas las células reciben señales desde su medto y responden a estas se- 
ñales, Incluso la bacteria más sencilla capta y se desplaza hada concentra- 
ciones elevadas de nutrientes, como la glucosa o los aminoácidos. Muchas 
bacterias y eucariotas unicelulares también responden a moléculas señaliza- 
doras secretadas por otras células, permitiendo, de este modo, la comunica- 
ción célula-célula. Por ejemplo, el apareamiento entre células de levadura se 
señaliza mediante pe piídos que son secretados por una célula y se unen a re- 
ceptores en la superficie de la otra. Sin embargo, es en los organismos pluri- 
celulares donde La comunicación célula-célula alcanza su grado más elevado 
de complejidad. Mientras que las células procariotas y las de los organismos 
eucariotas unicelulares son, en gran medida, autónomas, el comportamiento 
de cada célula en las plantas y animales pluricelulares ha de ser regulado 
cuidadosamente para satisfacer los requerimientos del organismo como un 
todo. Esto se consigue a través de un amplío repertorio de moléculas señali- 
zadoras que, bien son secretadas, o bien se expresan en la superficie celular, 
las cuales se unen a receptores expresados en otras células, integrando y 
coordinando de esta manera las funciones de las distintas células individua- 
les que constituyen organismos tan complejos como el ser humano. 

La unión de la mayoría de estas moléculas señalizadoras a sus recepto- 
res provoca una cascada de reacciones intracelulares que son las que regu- 
lan, en gran medida, los diferentes aspectos del comportamiento celular, 
incluyendo su metabolismo, la motil idad, la proliferación, su superviven- 
cia y la diferenciación. La comprensión de los mecanismos moleculares 
que constituyen estas vías de señalización celular se ha convertido, por 
tanto, en un área prioritaria de investigación. El interés en este campo es 
aún mayor por el hecho de que muchos tipos de cáncer surgen debido a 
una alteración en las vías de señalización celular que controlan la prolife- 
ración y supervivencia de las células sanas. Por su parte, muchos de nues- 
tros conocimientos acerca de los mecanismos de señalización celular pro- 
ceden del estudio de células cancerosas, lo que supone un claro ejemplo 
de la fructífera relación entre la medicina y la investigación básica en la 
biología molecular y celular. 


Moléculas señalizadoras y sus receptores 

Son muchos los diferentes tipos de moléculas que transmiten información 
entre las células de los organismos pluricelulares. Aunque todas ellas actúan 
como ligandos que se unen a receptores expresados por las células diana, 
existe una variabilidad considerable en la estructura y función de los distin- 
tos tipos de moléculas que actúan como transmisores de señales. En cuanto 
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Señalización directa célula-célula 





Señalización mediante moléculas 
secretadas 

(A) Señalización endocrina 


Sistema circulatorio 


(B) Señalización paracrina 


(O) Señalización autocrina 


a su estructura, el rango de complejidad de las moléculas señalizadoras uti- 
lizadas por plantas y animales varía desde los gases sencillos hasta las pro- 
teínas. Algunas de estas moléculas transmiten las señales a través de largas 
distancias, mientras que otras actúan localmente transfiriendo la informa- 
ción entre células vecinas. Además, las moléculas señalizadoras difieren er 
su modo de acción sobre las células diana. Algunas de estas moléculas sor 
capaces de atravesar la membrana plasmática y se unen a receptores in trá- 
celo lares en el citoplasma o en el núcleo, mientras que la mayoría se une a 
receptores que son expresados en la superficie de las células diana. En las 
secciones siguientes se tratarán los principales tipos de moléculas señaliza- 
doras y los receptores con los que Ínter accionan. Posteriormente, se aborda- 
rán los mecanismos mediante los que tos receptores celulares de superficie 
regulan el comportamiento celular. 

Tipos de señalización célula-célula 

La señalización celular tiene lugar bien a través de la interacción directa en- 
tre una célula y la célula vecina, bien medíante la acción de moléculas seña- 
lizadoras secretadas (Fig. 15.1). La señalización mediante interacción diré.; 
ta célula-célula (o célula-matriz extracelular) desempeña un papel crítico er 
la regulación del comportamiento de las células en los tejidos animales. P * 
ejemplo, las integrmas y cadherinas (que fueron tratadas en el capítulo an- 
terior) funcionan no sólo como moléculas de adhesión celular, sino también 
como moléculas señalizadoras que regulan la proliferación y supervivencia 
celular en respuesta al contacto célula-célula o célula-matriz extxacelular 
Además, las células expresan variedad de receptores de superficie que 
interaccionan con las moléculas señalizadoras de superficie de las células 
vecinas. Este tipo de señalización mediante interacción directa célula-célula 
desempeña un papel fundamental en la regulación de las múltiples interac- 
ciones que tienen lugar entre los distintos tipos celulares durante el desarr - 
lio embrionario, así como en el mantenimiento de los tejidos adultos 
Los diferentes tipos de señalización mediante moléculas secretadas se sue- 
len dividir en tres grandes clases en fundón de la distancia recorrida por la 
molécula señalizadora. En la señalización endocrina, las moléculas señaliza- 
doras (hormonas) son secretadas por células endocrinas especializadas y se 1 
transportan a través de la circulación, actuando sobre células diana localiza- 
das en lugares alejados en el organismo. Un ejemplo clásico lo proporciona la 
hormona esferoides estrógeno, que es producida por el ovario y estimula d 
desarrollo y mantenimiento del sistema reproductor femenino y de los ca- 
racteres sexuales secundarios. En los animales se producen más de 50 he r- 
monas distintas por las glándulas endocrinas, entre las que se incluyen la pi- 
tuitaria, tiroides, para tiroides, páncreas, glándulas suprarrenales y gónadas 
A diferencia de las hormonas, algunas moléculas señalizadoras actuar 
localmente, afectando al comportamiento de las células próximas. En 
señal ización paracrina, una molécula liberada por una célula actúa sobre las 
células diana vecinas. Un ejemplo lo proporciona la acción de los neurotrai>- 
m i sores que transportan la señal entre células nerviosas en la sinapsis. P 
ultimo, algunas células responden frente a señales que producen ellas mi- 
mas. Un ejemplo importante de esta señalización autocrina es la respues;. 
de las células del sistema inmune de los vertebrados frente a antígenos eo - 

Figura 1 5,1 Tipos de señalización célula-célula. La señalización celular puede 
tenor lugar bien mediante contacto directo célula -célula, o bien a través de la accic e 
de moléculas señalizadoras secretadas. (A) En la señalización endocrina, las 
hormonas se transportan a través del sistema circulatorio y actúan sobre células 
diana alejadas. (B) En la señalización paracrina, la molécula liberada por una célula 
actúa localmente afectando a células diana próxim E rs. (C) En la señalización 
autocrina, la célula responde a una molécula señal producida por ella misma. 
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r.- z «¡>. Algunos tipos de Unfocitos T responden a la estimulación antigénica 
aríetizando un factor de crecimiento que induce su propia proliferación, lo 
supone* por tanto, el aumento del número de linfocitos T con capacidad 
és respuesta y la amplificación de la respuesta inmune. También merece la 
rtra destacar que una señalización autocrina anormal suele contribuir al 
«cimiento incontrolado de las células cancerosas (véase Cap. 18). En este 
caso, la célula cancerosa produce un factor de crecimiento frente ai que es 
susceptible, induciendo continuamente su proliferación incontrolada. 

-‘rmonas esteroideas y superfamilia 
se receptores de esteroides 

Como va se ha comentado, todas las moléculas señalizadoras actúan me* 
(fante la unión a receptores que son expresados por las células diana. En 
anchos casos, estos receptores se expresan en la superficie de la célula dia- 
■j pero otros receptores son proteínas intrace lula res que se localizan en el 
acv'ioen el núcleo. Estos receptores intracelulares interaccionan con mo- 
u 35 señalizadoras pequeñas e hidrofóbicas que son capaces de difundir 
: és de la membrana plasmática. Las hormonas esteroideas son el tipi- 

as* -Tupio de este tipo de moléculas señalizadoras, entre las que también se 
cven la hormona tiroidea, la vitamina D^, y el ácido retinoíco (Tig. 15.2). 
Las hormonas esteroideas (que incluyen a la testosterona, estrógeno, pro- 
ona, los cort icos tero i des y la ecdisona) se sintetizan a partir del coles- 
La testosterona, estrógeno y progesterona son esteroides sexuales 
son producidos por las gónadas. Los corticosteroides son producidos 
2 glándula suprarrenal. Estos incluyen a los glueocorticoides, que ac- 
sobre distintos tipos de células estimulando la producción de glucosa, 
~ mineralocorticoides, que actúan sobre el riñón regulando el equilibrio 
bfeno e h id rico. La ecdisona es una hormona de insectos que desempeña 




Animador) web 


Señalización mediante 
moléculas secretadas 

Durante la señalización endocrina, tas 
hormonas actúan sobre células 
distantes; en la señalización paracrina, 
una molécula liberada por una célula 
actúa sobre dianas cercanas; y en la 
señalización autocrina una célula 
produce una molécula señalizadora a la 
que además responde. 



Figura 15.2 Estructura de las 
hormonas esteroideas, hormona 
tiroidea, vitamina 0 S y ácido 
retinoíco. Loses tero i des incluyen 
a las hormonas sexuales (testosterona, 
estrógeno y progesterona), 
glueocorticoides v rmneraloeorrieoides. 
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un papel fundamental en el desarrollo activando la metamorfosis de la lar- 
va a adulto. Los brasinosteroides son hormonas esteroídicas específicas de 
plantas que controlan un cierto número de procesos del desarrollo, inclu- 
yendo el crecimiento y diferenciación celular. 

Aunque la hormona tiroidea, la vitamina D 3 y el ácido retinoico son es- 
tructural y funcionalmente diferentes a los asteroides, comparten un meca- 
nismo de acción común en las células diana. La hormona tiroidea se sinteti- 
za a partir de la tirosina en la glándula tiroidea; desempeña un papel 
importante en el desarrollo y en la regulación del metabolismo. La vitamina 
Dj regula el metabolismo del calcio y el crecimiento del hueso. El ácido re- 
tí no ico y sus derivados (retínoides), sintetizados a partir de la vitami- 
na A, juegan un papel importante en eí desarrollo de los vertebrados. 

Debido a su carácter hídroíóbico, las hormonas esteroideas pueden entrar 
en las células por difusión a través de la membrana plasmática. En el interior 
de la célula, los corticoesteroides, la hormona tiroidea, la vitamina D 3 y el 
ácido retinoico se unen a receptores i n trácelo la res expresados por las células 
sensibles a hormonas. Estos receptores, que son miembros de una familia de 
proteínas denominada superfamilia de los receptores de esteroides, son 
factores de transcripción que contienen dominios similares implicados en 1?. 
unión al ligando, en la unión al ADN y en la actuación de i a transcripción . 
La unión al ligando regula su función como activadores o represores de su^ 
genes diana, por lo que las hormonas esteroideas y moléculas relacionadas 
son reguladores directos de la expresión génica. 

La unión al ligando tiene efectos distintos según los diferentes receptores 
Algunos miembros de la superfamilia de los receptores de esteroides sor 
inactivos en ausencia de hormonas. Por ejemplo, el receptor de glucocortb 
coídesestá unido a chapemnas Hsp90 en ausencia de la hormona (Fig. 153? 


Figura 1 5.3 Acción de los 
glucocorticoides. Los glucocorticoides 
se difunden a través de la membrana 
plasmática y se unen al receptor 
de gtucocorticoides. En ausencia de su 
ligando, el receptor se une a Hsp90 
en el citoplasma. La unión de una 
molécula de glucocortieoíde desplaza 
a Hsp90 del receptor y permite 
la formación de dímeros de receptores. 
Los receptores activados se traslocan 
al núcleo, se unen al ADN y se asocian 
a factores coactivadores con actividad 
de historia acetiltransferasa (HAT) 
para estimular la transcripción de los 
genes diana. 
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Figura 1 5.4 Regulación géníca 
mediada por el receptor dé la 
hormona tiroidea. El receptor de la 
hormona tiroidea ye une al ADN tanto 
en ausencia como en presencia de la 
hormona. Sin embargo, la unión de la 
hormona cambia la función del 
receptor, de represor a activador de la 
transcripción de los genes diana. En 
ausencia de la hormona, el receptor se 
asocia con correpresores que poseen 
actividad historia doacetilasa (HDAC). 
En presencia de la hormona, el 
receptor se asocia con coactivadores 
que poseen actividad historia 
acetíltransferasa (HAT), 


_ unión del glucocorticoide induce un cambio conformacionai en el recep- 
te r desplazando a Hsp9ü y dando lugar a la formación de dímeros de re- 
a ptores que se unen a las secuencias reguladoras del ADN y activan la 
rranscripción de los genes diana* En otros casos, el receptor se une al ADN 
b - to en presencia como en ausencia de la hormona, pero la unión de la hor- 

— na modifica la actividad del receptor como molécula reguladora de la 
inscripción. Por ejemplo, en ausencia de la hormona, el receptor de la hor- 

— na tiroidea está asociado con un complejo correpresor y reprime la trans- 
jrrpción de sus genes diana (Fíg. 15.4). La unión de la hormona induce un 
cambio con forma ci onal que resulta en la interacción del receptor con coac- 
madores en lugar de correpresores, desencadenando la activación trans- 
:: : pelona í de los genes indudbles por la hormona tiroidea. 

Oxido nítrico y monóxido de carbono 

El gas sencillo óxido nítrico (NO) es una molécula señalizadora paracrina 
runda mental en los sistemas nervioso, inmune y circulatorio. Al igual que 
as hormonas esteroideas, el NO es capaz de difundir directamente a través 
áe la membrana plasmática de sus células diana. Sin embargo, el funda- 
mento molecular de la acción del NO es diferente al de la acción de las hor- 
monas esteroideas; en vez de unirse a un receptor que regule la transcrip- 
non, el NO altera la actividad de enzimas diana intr acelulares. 

El óxido nítrico se sintetiza a partir del aminoácido arginina mediante la 
enzima óxido nítrico sintasa (Fig, 15.5), Una vez sintetizado, el NO difunde 
"aera de la célula y puede actuar Localmente afectando a células próximas. 
Su acción se restringe a estos efectos locales ya que el NO es extremada- 
mente inestable, con una vida media de sólo unos pocos segundos. La prin- 
cipal diana intracelular del NO es la guanilil riclasa. El NO se une a un gru- 
po hemo del centro activo de esta enzima, estimulando la síntesis del 
segundo mensajero GMF cíclico (analizado más adelante en este capítulo). 
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Figura T5.5 Síntesis del óxido nítrico. El enzima 
óxido nítrico sin tasa (NOS) cataliza la formación 
de óxido nítrico a partir de arginina. 
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Figura 1 S.6 Estructura de 
neurotransmisores representativos. 

Loa neurotransmisorea son moléculas 
hidrofílicas que se unen a receptores 
celulares de superficie. 




Adicionalmente, el NO puede modificar directamente algunas proteínas 
diana mediante ni tros ilación de residuos de cisterna (véase Fig. 8.41). L 
ejemplo bien caracterizado de La acción del NO es la señalización de la dila- 
tación de los vasos sanguíneos. El primer paso en este proceso es la libera- 
ción de neurotransmisores, como la éoetilcolina, desde los terminales de las 
células nerviosas a la pared de los vasos sanguíneos. Estos neuro transmiso- 
res actúan sobre las células endoteliales estimulando la síntesis de NO, E 
NO difunde hasta las células vecinas del músculo liso donde activa la gua- 
nilil ciclasa, resultando en la síntesis de GMP cíclico, que induce la relaja- 
ción de las células musculares y dilatación de los vasos sanguíneos. Por 
ejemplo, el NO es la señal responsable de la dilatación de los vasos sanguí- 
neos que conduce a la erección del pene. También es interesante destacar 
que el uso médico de la nitroglicerina en el tratamiento de enfermedades 
cardíacas está basado en su conversión a NO, el cual dilata los vasos san- 
guíneos coronarios incrementando el flujo sanguíneo al corazón. 

Otro gas sencillo, el monóxido de carbono (CO), también fondona como 
una molécula señalizadora en el sistema nervioso. El CO está íntimamente 
relacionado con el NO y parece que actúa de igual manera como neu re- 
transmisor que corno mediador de la vasodilación. La síntesis del CO e: 
células cerebrales, al igual que la del NO, es estimulada por neurotransmi- 
sores. Asimismo, el CO estimula a la guanílato ciclasa, la cual parece ser la 
principal diana fisiológica de la señalización medíante CO, 

Neurotransmisores 

Los neurotransmisores llevan tas señales entre las neuronas o desde las neu- 
ronas a algún otro tipo de célula diana (como las células musculares). Son un 
grupo diverso de moléculas pequeñas, hidro tilicas que incluye a la acedía - 
lina, dopamina, epinefrina (adrenalina), serotonina, histamina, gl uta mate 
glicina, y ácido y-amino butírico (GABA) (Fig. 15.6). La señal de liberación de 
los neurotransmisores es la llegada de un potencial de acción al terminal de 
la neurona (véase Fig. 13,24). Una vez liberados, los neurotransmisores di- 
funden a través del espado sinóptico y se unen a los receptores de superficie 
de la célula diana. Hay que destacar que algunos neurotransmisores tam- 
bién actúan como hormonas. Por ejemplo, la epinefrina funciona como un 
neuro transmisor y como ima hormona producida por la glándula suprarre- 
nal para activar la hidrólisis del glucógeno en las células musculares. 

Debido a que los neurotransmisores son hidrofüicüs, no son capaces de 
atravesar la membrana plasmática de las células diana. Por ello, y a diferen- 
cia de las hormonas esteroídeás y el NO o el CQ r el mecanismo de actuación 
de los neurotransmisores es mediante la unión a receptores celulares de su- 
perficie. Muchos receptores de neurotransmisores son canales iónicos regu- 
lados por ligando, como el receptor de acetilcolina, mencionado en el Capi- 
tulo 13 (véase Fig. 13.25), El neurotransmisor que se une a estos receptores 
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r-iuce un cambio conformación al tal que se abre el canal iónico, lo que per- 
x te una variación del flujo de iones en la célula diana, Otros receptores de 
^retransmisores están acoplados a proteínas G —un grupo importante de 
m Aculas señalizadoras (tratadas posteriormente en este capítulo) que acó- 
a los receptores de superficie celular a diversas respuestas íntracelula- 
-r-— . En el caso de los receptores de neurotransmisores, las proteínas G ase- 
dadas actúan regulando indirectamente la actividad de los canales iónicos. 

hormonas peptídicas y factores de crecimiento 

En ios animales, las moléculas señalizadoras más diversas son los péptidos, 
cun o tamaño oscila entre sólo unos pocos hasta más de 100 aminoácidos. Este 
grupo de moléculas señalizadoras incluye a las hormonas peptídicas, neuro- 
peptidos y un amplio espectro de factores de crecimiento polípeptídicos (Ta- 
7 • 15.1). Ejemplos bien conocidos de hormonas peptídicas son la insulina, el 
siucagón y las hormonas producidas por la glándula pituitaria (hormona del 
Eredmiento, hormona estimulante del folículo, prolactina y otras). 

Algunas neuronas secretan neuropéptidos en vez de las moléculas neu- 
r transmisoras de pequeño tamaño a las que nos referimos en la sección an- 
terior. Algunos de estos péptidos, como las eneef aliñas y las endorfinas, 
randonan no sólo como neurotransmisores en la sinapsis sino también 
ca mo n euro hormonas que actúan sobre células alejadas. Las encefalinas y 
endorfinas se han estudiado ampliamente debido a su actividad como 
analgésicos naturales que disminuyen la respuesta de dolor en el sistema 
nervioso central. Fueron descubiertas durante estudios acerca de la adió 


Tabla 15.1 Hormonas peptídicas, ne uro péptidos y factores 
de crecimiento representativos 


Molécula señal 

Tamaño' 7 

Función* 

Hormonas peptídicas 

Insulina 

A = 21, B - 30 

Regulación de la absorción de la glucosa; 
estimula la proliferación celular 

G lúe agón 

29 

Estimula la síntesis de glucosa 

Hormona del crecimiento 

191 

Estimula el crecimiento 

Hormona estimulante 

a = 92^ = 118 

Estimula el desarrollo de los oocitos 

del folículo (FSH) 


y de los folículos ov árleos 

Prolactina 

198 

Estimula la producción de leche 

Neuropéptidos y neurohormonas 


Sustancia P 

11 

Transmisión sínáptica sensorial 

Qxitocina 

9 

Estimula la contracción del músculo 
liso 

Vasopre&ina 

9 

Estimula la reabsorción de agua en el 
riñón 

Encefalinas 

5 

Analgésica 

p-Endorfina 

31 

Analgésica 

Factores de crecimiento 

Factor de crecimiento 

118 

Supen/ ¡venda y diferenciación neurona! 

nervioso (NGF) 

Factor de crecimiento 

53 

Proliferación de muchos tipos celulares 

epidérmico {EGF| 

Factor de crecimiento 

A = 125, B = 1D9 

Proliferación de fibroblastos y de otros 

derivado de 


tipos celulares 

las plaquetas (PPGF) 

lntedeuqiJÍna-2 

133 

Proliferación de linf oritos T 

Etifro poye tina 

166 

Desarrollo de glóbulos rojos 


‘ Q tamaño se expresa en número de aminoácidos. Algunas hormonas y factores de crecimiento están 
constituidos por dos cadenas pdipeptídkas diferentes, las cuales se designan A y B o a y |3, 

■ L* mayoría de estas hormonas y factores do crecimiento ejercen oirás funciones además de las arriba 
indicadas. 
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Figura 1 5.7 Estructura del factor 
de crecimiento epidérmico (EGF). 

El EGF es una única cadena 
poHpeptfdica constituida por 53 
aminoácidos- Se indican los puentes 
dísulfuro entre ios residuos de cisterna, 
(A partir de G- Carpenter y S. Cohén, 
1979. Ann. Rei\ Biockem. 48:193.) 



ción a las drogas, y son compuestos producidos por el propio organismo 
que se unen a los mismos receptores de superficie de las células cerebrales a 
los que se une la morfina. 

Los factores de crecimiento polipeptídicos incluyen una amplia gama de 
moléculas señalizadoras que controlan el crecimiento y la diferenciación 
de las células animales. El primero de estos factores (el factor de crecimien- 
to nervioso, o NGF) fue descubierto por Rita Levi-Montalcini en Los años 50. 
El NGF pertenece a una familia de polipéptidos (denominados neurotrofb 
ñas) que regulan el desarrollo y la supervivencia de las neuronas- Durante 
el transcurso de experimentos con el NGF, Stanley Cohén descubrió casual- 
mente un factor diferente (denominado factor de crecimiento epidérmico, 
o EGF) que estimula la proliferación celular. El EGF, un polipéptído de 53 
aminoácidos (Fig. 15,7), se considera el prototipo de una amplia serie de 
factores de crecimiento que desempeñan un papel fundamental en el con- 
trol de la proliferación celular, tanto durante el desarrollo embrionario 
como en el organismo adulto. 

Un buen ejemplo de la acción de los factores de crecimiento lo proporcio- 
na la actividad del factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGFl 
en la cicatrización de las heridas. El PDGF se almacena en las plaquetas y se 
libera durante la coagulación sanguínea en el lugar de la herida. Entonces, 
estimula la proliferación de fibroblastos en la proximidad del coágulo, lo 
que contribuye a la regeneración del tejido dañado. Por otra parte, el PDGF 
desempeña papeles clave en el desarrollo de diversos tejidos embrionarios. 
Los miembros de otro gran grupo de factores de crecimiento polipeptídicos 
(denominados ci toqui ñas} regulan el desarrollo y la diferenciación de las 
células sanguíneas y controlan la actividad de los linfodtos durante la res- 
puesta inmune. Otros factores de crecimiento polipeptídicos (factores de 
crecimiento andados a la membrana) permanecen asociados a la membra- 
na plasmática en vez de ser secretados al fluido extraceluiar; por tanto, ac- 
túan específicamente como moléculas señalizadoras en las interacciones di- 
rectas célula -célula. 

Las hormonas peptídicas, los neuropéptidos y los factores de crecimien- 
to no pueden atravesar la membrana plasmática de las células diana, por lo 
que actúan mediante la unión a receptores de superficie celulares, lo que se 
tratará posteriormente en este capítulo. Tal y como cabría esperar del papel 
crucial que desempeñan los factores de crecimiento polipeptídicos en el 
control de la proliferación celular, las alteraciones en la señalización media- 
da por factores de crecimiento son la fuente de multitud de enfermedades, 
incluyendo muchos tipos de cáncer. Por ejemplo, la expresión alterada del 
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Figura 15.8 Síntesis y estructura 
de tos eicosanoides. Los eicosanoides 
incluyen a las prostaglandinas, 
la prostaddim, los tromboxanos 
y los leucotrienos, Son sintetizados 
a partir del ácido araquidónico, 
el cual se forma a partir de la hidrólisis 
de fosfolípidos catalizada 
por la fosfolípasa A 2 (PLAn), El ácido 
araquldónico puede, a partir de aquí, 
seguir dos caminos metabólícos 
alternativos: una v ía lleva a la síntesis 
de las prostaglandinas, la prostaciclina 
y los tromboxanos, mientras que la 
otra conduce a la síntesis de los 
leucotrienos. 


-eceptor de EGF es un factor importante para el desarrollo de diversos cán- 
reres humanos, e inhibidores del receptor de EGF parecen ser agentes pro- 
metedores para el tratamiento del cáncer (véase Cap* 18). 

Eicosanoides 

Muchos tipos de lí pidos sirven como moléculas señalizadoras que, a dife- 
rencia de las hormonas esteroídeas, actúan mediante la unión a receptores 
de superficie celular* Los más importantes de este tipo de moléculas son los 
miembros de una clase de lípidos denominados eicosanoides, que incluyen 
i Las prostaglandinas, la prostaciclina, los tromboxanos y los leucotrienos 
rig, 15.8)* Los eicosanoides se hidrojjzan rápidamente, por lo que actúan 
talmente en vías de señalización autocrmas o paracrinas. Estimulan una 
eran diversidad de respuestas en las células diana, como por ejemplo la 
agregación plaquetaria, ta inflamación y la contracción del músculo liso. 

Todos los eicosanoides se sintetizan a partir del ácido araquidónico, que se 
>rma a partir de los fosfolípidos. El primer paso en la vía que conduce a la 
Entesas tanto de prostaglandinas como de tromboxanos es la transformación 
del ácido araquidónico en la prostagí and ina FL* Es de destacar que la enzi- 
ma que cataliza esta reacción (la ciclooxigenasa) es la diana de la aspirina y 
re otros medicamentos antíinflamatorios no esteroideos (NSAID)* Mediante 
la inhibición de la síntesis de las prostaglandinas, la aspirina reduce la infla- 
mación y el dolor. Mediante la inhibición de la síntesis de los tromboxanos, 
i 1 la aspirina reduce la agregación plaquetaria y la coagulación. Debido a esta 
acción, se suelen recetar pequeñas dosis diarias de aspirina para prevenir 
los accidentes cerebrovasculares. Además, se ha descubierto que la aspirina 
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y los anti inflamatorios no esteroídeos disminuyen la frecuencia del cáncer 
de colon tanto en modelos animales como en humanos, lo que se debe, apa^ 
rentemente, a la inhibición de la síntesis de prostaglandinas que estimulan 
la proliferación celular y promueven el desarrollo del cáncer Debe teñera 
en cuenta que existen dos formas de ciclooxígenasa: COX-1 y COX-2, s= 
cree que COX-1 es principalmente responsable de la producción fisiológica 
normal de prostaglandinas y COX-2 de la producción incrementada u-: 
prostaglandina asociada con la inflamación y estados patológicos. Come 
consecuencia, los inhibidores selectivos de COX-2 han sido desarrollados en 
base al razonamiento de que dichos principios activos serian más eficaces v 
poseerían menos efectos secundarios que la aspirina o los NSArD conven- 
cionales, que inhiben tanto COX-1 y COX-2. Sin embargo, los inhibidora 
selectivos de COX-2 también pueden estar asociados con serios efectos se- 
cundarios, incluyendo una elevación del riesgo de padecer patologías car- 
diovasculares , 

Hormonas vegetales 

El crecimiento y el desarrollo de las plantas está regulado por cortkoestr- 
roides, hormonas peptídicas y un grupo de moléculas pequeñas denomina- 
das hormonas vegetales. Los niveles de estas moléculas en la planta se mo- 
difican de manera característica por factores ambientales, como la luz o una 
infección, de tal manera que así se coordina la respuesta de los tejidos er 
distintas partes de la planta a las señales ambientales. 

Las hormonas vegetales se suelen dividir en cinco clases principa Ies: 
giberelinas, auxinas, etileno, citoquínas y ácido abscísico (Fig. 15.9). L¿ 
primera hormona vegetal que se identificó fue la auxina, y los experimentos 
que condujeron a su descubrimiento los realizó Charles Darwin en los años 
80 del siglo XIX. Uno de los efectos de las auxinas es inducir la elonga rin- 
de la célula vegetal mediante el debilitamiento de la pared celular (véase 
Fig. 14.7). Además, las auxinas regulan otros muchos aspectos del desaire- 
lio de la planta, incluyendo la división celular y la diferenciación. Igual- 
mente, las otras hormonas vegetales tienen diversos efectos sobre sus te - 
dos diana, que incluyen la elongación del tallo (giberelinas), la maduradt r 
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Figura 15.9 Estructura de tas 
hormonas vegetales. 
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Señalización celular 



Represión de Ja transcripción 


Activación de Ja transcripción 


Figura 15.10 Señalización mediada 
por auxina. En ausencia de ¿mxina, 
un factor de transcripción ( ARF) 
asociado a un correpresor (Aux/IAA) 
se une a los promotores de ios genes 
regulados por auxína. La auxina 
se une a un receptor con actividad 
de ubiquitina ligasa (SCF mi ), 
lo que induce la ubiquitinadón 
y la proteolisis de Aux/IAA, de modo 
que ARF puede activar la transcripción 
de ios genes inducidos por auxina. 


mito (e fileno), la división celular (cito quininas) y la inhibición de !a ger- 
iión (ácido abscísico). 

• vías de señalización activadas por algunas hormonas vegetales, como 
io y las dtoquinas, emplean mecanismos conservados también en las cé- 
animales, como ía activación de protema quinasas, mientras que otras 
talan vías de señalización exclusivas de las plantas. Por ejemplo, se ha 
io identificar un nuevo mecanismo de acción de la auxina en A rahidop- 
¿kuliana en algunos análisis genéticos recientes (Fig, 15.10)* La auxina con- 
■ ]a expresión génica a través de la unión y la activación de un receptor 
do a una ubiquitina ligasa (véase Fig. 8.43). En ausencia de auxilia, un 
de transcripción (factor de respuesta a auxina o ARF), que se asocia a 
compresor (Aux/IAA), permanece unido a los genes regulados por dicha 
iona. La estimulación de la SCF™ 1 ubiquitina ligasa por acción de la au- 
c a induce la degradación del correpresor Aux/IAA y posibilita la activá- 
is de la transcripción de los genes diana del factor de respuesta a auxina . 


Funciones de los receptores de la superficie celular 

Como ya se ha visto, la mayoría de los ligandos responsables de la señaliza- 
i célula-célula (incluidos los neuro transmisores, las hormonas peptídh 
y los factores de crecimiento) se unen a receptores de la superficie de las 
as diana. Por tanto, un reto fundamental en la comprensión de la seña- 
ron célula-célula es desenmascarar los mecanismos mediante los que 
► receptores celulares de superficie transmiten las señales iniciadas por la 
ion del Ligando. Como ya se describió en el Capítulo 13, algunos recepto- 
í de los neurotran smisores son canales iónicos regulados por ligando que 
r.: rolan de manera directa el flujo de iones a través de la membrana pías- 
«arica. En cambio, otros receptores de superficie, entre los que se encuen- 
i ios receptores de las hormonas peptídicas y los de los factores de crecí- 
mto, actúan regulando la actividad de proteínas intracelu lares. Estas 
iteinas, a su vez, transmiten las señales desde el receptor a un conjunto 
? dianas mtracelulares adicionales, que suelen ser frecuentemente factores 
transcripción. Así, la unión a un receptor en la superficie de la célula ge- 
a una cascada de reacciones intracelulares, que acaban alcanzando al nú- 
- celular y que dan lugar a alteraciones programadas de la expresión gá- 
a Aquí se tratarán las funciones de las principales clases de receptores 
? superficie, mientras que en la siguiente sección de este capítulo se tra ta- 
ri Las rutas de señalización intracelular a partir de los receptores. 
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Ftegión ejctracelular 



Figura 15.11 Estructura de un 
receptor asociado a proteína G. 

Los receptores asociados a las proteínas 
G se caracterizan por tener siete hélices 
Oí transmembrana. 


■ Los receptores acoplados a 
proteínas G responsables de 
nuestro sentido del olfato 
(receptores odorantes) están 
codificados por unos mil genes 
en los genomas de mamífero. 


Receptores asociados a proteínas C 

La familia más numerosa de receptores de la superficie celular transmite las 
señales al interior de la célula a través de proteínas que unen nucleótidos de 
guanina, denominadas proteínas G. Se han identificado casi mil de estos 
receptores asociados a proteínas G, entre los que se incluyen los receptores 
de muchos neu retransmisores, de neuropéptidos y de hormonas peptídicas 
Además, la familia de los receptores asociados a proteínas G incluye gran 
número de receptores responsables de las fundones del olfato, vista y gusto 

Los receptores asociados a proteínas G son un grupo de proteínas rela- 
cionadas estructural y funcionalmente, caracterizadas por tener siete héli- 
ces a transmembrana (Fig. 15.11). La unión del ligando al dominio extra ce- 
lular de estos receptores induce un cambio coníormadonal que permite al 
dominio dtosólico del receptor activar a una proteína G unida a la cara in- 
terna de la membrana plasmática. La proteína G activada se disocia de) re- 
ceptor y transmite la señal a una diana intracelular, que puede ser mía enzi- 
ma o un canal iónico. 

El descubrimiento de las proteínas G se produjo a partir del estudio de 
hormonas (como la epinefrina) que regulan la síntesis del AMF cíclice 
(AMPc) en las células diana. Como se comentará posteriormente en este ca- 
pítulo, el AMPc es un segundo mensajero importante que actúa como me- 
diador de la respuesta celular a diversas hormonas. En los años 70, Martin 
Rodbell y cois, realizaron el descubrimiento clave de que el GTP es necesa- 
rio para la estimulación hormonal de la ad en ilato ciclasa (la enzima respon- 
sable de ia formación de AMPc). Este? condujo a su vez al descubrimiento de 
que una proteína que une nucleótidos de guanina (denominada proteína G 
era un intermediario de la activación de la a de ni lato ciclas a (Fig. 15,12 
Desde entonces, se ha encontrado un vasto conjunto de proteínas G que ac- 
túan a modo de interruptores fisiológicos, regulando la actividad de diver- 
sas dianas i ntra celulares en respuesta a señales extracelulares. 

Las proteínas G están constituidas por tres subunidades, designadas a, c 
y 7 (Fig. 15,13). Frecuentemente se les denomina proteínas G heterotrim enca- 
para distinguirlas de otras proteínas que unen nucleótidos de guanina 
como la protema Ras, a la que nos referiremos más adelante. La subumdzc 
oc se une a los nucleótidos de guanina, que regulan la actividad de la pro- 
teína G. En el estado inactivo, ot se une al GDP formando un complejo con : 
y y. La unión de la hormona induce un cambio conforma cional tal en el re- 
ceptor que el dominio citosólico de éste interacciona con la proteína G esti- 
mulando la liberación del GDP y su intercambio por GIR La subunidad a 
unida al GTP, ahora activada, se disocia de p y y, que permanecen unida? 
constituyendo un complejo py. Tanto la subunidad cc unida al GTP activ; 


Figura 15.12 Activación hormonal 
de la adenilato ciclasa. La unión de 
la hormona induce la interacción 
del receptor con la pro teína G. 
Entonces, la subunidad a activada 
de la pro teína G se disocia del receptor 
y estimula a la a den i lato ciclasa, que 
cataliza la conversión del ATP a AMPc. 



so 


Hormona 


AdeniJato ciclasa 


encuerna u 

Membrana plasmática 


rroieina u 
activada 




■515 


Señalización celular 


15 



¿ "i viciad de la subunidad cc finaliza 
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Figura 15.13 Regulación de las proteínas G. 


sjDunidad a unida a! 
"P y el complejo py 
,ados se disocian del 
inceptor e ínteraccionan 
Tzr sus dianas respectivas 


Hormona 


La unión de hormonas 
estimula la liberación 
de GDP y su 
intercambio por GTP 


ct tno el complejo |3y, interaccionan con sus dianas para dar lugar a una res- 
T-tsta intracelular. La subunidad a se inactiva por la hidrólisis del GTP 
feudo a ella H de tai manera que la subunidad a. inactiva (ahora unida a 
GDP) se reasocia con el complejo py, quedando así listo para el comienzo de 
3T- nuevo cido. 

£1 genoma humano codifica 21 subunidades ct , 6 subunidades p y 12 su- 
fcunidades y diferentes. Proteínas G distintas se asocian con receptores dis- 
sr tos, de tal manera que esta panoplia de proteínas G acopla los receptores 
i diferentes dianas intr acelulares. Por ejemplo, la proteína G asociada al re- 
c; ptor de la epinef riña se denomina G s porque su subunidad ct estimula a la 
fcenilato cidasa (véase Fig. 15.12), Las subunidades a y |3y de otras proteí- 
«¿5 G actúan, sin embargo, inhibiendo a la adenilato cidasa o regulando la 
amvídad de otras enzimas diana. 

Además de regular enzimas diana, tanto la subunidad a como las j3y de 
¿.¿unas proteínas G regulan directamente canales iónicos. Un buen ejemplo 
x proporciona el efecto del neuro transmisor acetilcolina en el músculo car- 
é acó, que es diferente al ejercido en los n endos o en el músculo esquelético* 
L receptor de la acetilcolina en las células nerviosas o del músculo esquelé- 
tico es un canal iónico regulado por ligando (véase Fig, 13.25), Las células 
áeí músculo cardíaco tienen un receptor de acetilcolina diferente, asociado a 
rr ;*teína G. Esta proteína G se denomina G¿ porque su subunidad ct inhibe a 
¿ idenilato cidasa. Además, las subunidades p y y de G, actúan directamen- 
r sobre los canales de K + de la membrana plasmática causando su apertura, 
dando como resultado una contracción más lenta del músculo cardíaco. 


Animación web 

Transducdón de Ta señal 

La mayor familia de receptores de la 
superficie celular transmite señales al 
interior celular activando a las proteínas 
G, que unen GTP y a continuación 
activan a las proteínas efectoras. 



Receptores protema-tirosina quinasa 

A diferencia de los receptores asociados a proteínas G, otros receptores de la 
superficie celular se encuentran directamente acoplados a enzimas intracelu- 
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EXPERIMENTO CLAVE 


Receptores acoplados 
a proteínas C y detección de olores 


Linda Buck y Richard Axel 
Columbio University, New York 
Cell, 1991 f Volumen 65, págs. 175-187 


Contexto 

El sentido del olfato constituye uno 
de los sistemas más importantes a 
través del cual los animales perciben 
su entorno. Las neuronas periféricas 
de la nariz pueden reconocer miles de 
moléculas de olor diferentes y 
transmitir señales al cerebro, en el que 
se procesará esta información. La 
comprensión del sentido del olfato a 
nivel molecular dependía de la 
identificación de los receptores de las 
neuronas olfativas implicadas en la 
detección de moléculas de olor. 

En 1991, Linda Buck y Richard 
Axel descubrieron una extensa 
familia de receptares acoplados 
a proteínas G que intervenían 
en la detección y el reconocimiento 
de olores. 

Anteriormente se había 
determinado que las moléculas de 
olor eran reconocidas por receptores 
localizados en ios cilios de las 
neuronas olfativas. Lo que es más 
importante, se había demostrado que 
la exposición de cilios aislados 
procedentes de neuronas olfativas de 
rata a un amplío abanico de olores se 
asociaba a la estimulación de la adenil 
cid asa y e! aumento de las 


concentraciones de AMPc, Por otra 
parte, se observó que estos aumentos 
de dichas concentraciones inducidos 
por los olores dependían de la 
presencia de GTP, lo que indicaba que 
las moléculas de olor activaban 
receptores acoplados a proteínas G 
que estimulaban, a su vez, a la adenil 
cídasa. El aumento de las 
concentraciones de AMFc inducía la 
apertura de canales de Na + en la 
membrana plasmática de las 
neuronas olfativas para iniciar un 
impulso nervioso. 

Buck y Axel trataron de aislar 
dones moleculares de los genes que 
codificaban los receptores de olores 
asumiendo que estos receptores 
pertenecerían a la superfamilia de 
receptores acoplados a proteínas G y 
compartían ciertas secuencias 
conservadas con otros componentes 
de dicha familia. 

Experimento 

El abordaje que Buck y Axel tomaron 
para clonar los genes de los receptores 
de olores estaba basado en tres 
suposiciones. En primer lugar, que los 
receptores de olores eran miembros 
de la superfamilia de receptores 



Imágenes: Linda Buck Roland Morgan/ 
Fred Hutchinson Cáncer Research Centen 
Richard Axel: Don Hamerman/ Colombia 
Universlty Medical Center. 


acoplados a proteínas G y compartían 
secuencias conservadas con otros 
miembros de la familia. En segundo 
lugar, los investigadores supusieron 
que los receptores de olores se 
codificarían por una familia génica 
amplia, lo que parece necesario para 
el reconocimiento de un elevad ísimo 
número de estímulos olfativos. 
Finalmente, consideraron los 
receptores se expresarían únicamente 
en las neuronas olfativas. 

Por tanto, utilizaron cebadores 
oligonudeotídicos que correspondían 
a secuencias conservadas de receptores 
acopiados a proteínas G conocidos 
con el fin de amplificar los ARNm de 
Jas neuronas olfativas por medio de la 
transcriptasa inversa seguida de PCR 


lares. La familia más grande de estos receptores acoplados a enzimas son Icd 
receptores proteína-tirosina qu ¡nasas, los cuales fosforilan las proteínas sus- j 
trato en los residuos de tirosína. Esta familia incluye a los receptores para k| 
mayoría cié los factores de crecimiento polipeptídicos, por lo que la fosforila- 
ción de las tirosinas de las proteínas han sido estudiadas fundamentalmenM 
como un mecanismo de señalización involucrado en el control del crerimien-l 
to y de la diferenciación de las células animales. Así, la primera proteína -ti re- 
sma quinasa fue descubierta en trabajos de investigación sobre la proteínas 
oncogénica del virus del sarcoma de Rous (véase Experimento Clave del CapJ 
8), Igualmente, Stanley" Cohén y cois, encontraron que el receptor del EGF acJ 
tu aba como una proteína-tirosina quinasa, es tableciendo así que la fosforfld 
don de las tirosinas de ía proteína era un mecanismo de señalización esendaáj 
en la respuesta celular a la estimulación por factores de crecimiento. 

El genoma codifica 59 receptores proteína-tirosina quinasas, incluyendo* 
los receptores para el EGF, NGF, PDGF, la insulina y muchos otros factores» 
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EXPERIMENTO CLAVE 



La familia de proteínas de receptores olfativos- La protefna codificada por tino 
de ios dones de ADNc de receptores olfativos posee siete hélices a transmembrana 
que atraviesan la membrana pí asmática. Los aminoácidos conservados en otros dones 
de receptores olfativos se muestran en blanco, mientras que tos aminoácidos más 
variables se representan! en negro. 


(reacción en cadena de la polimerasa) 
(véase Fig. 4.Z1), Estos experimentos 
dieron como fruto un gran número de 
fragmentos de PCR, lo que confirmaba 
la expresión de una familia grande de 
genes para receptores acoplados a 
proteínas G en las neuronas olfativas. 
Los fragmentos amplificados se 
clonaron en vectores plasmídicos y se 
aislaron 1$ dones diferentes deADNc 
para su caracterización ulterior Al 
utilizarlos como sondas en blots 
Northern, se constató la expresión de 
ARNm homólogos en las neuronas 
olfativas, pero rio en otros tipos 


celulares, como células cerebrales, 
cardíacas, renales, hepáticas, 
pulmonares, oválicas, retiñí anas ni 
esplénicas. Asimismo, la secuenciación 
nucleotídica de 10 clones completos 
reveló que codificaban una familia 
diferente de proteínas con siete 
hélices a transmembrana típicas de 
los receptores acoplados a proteínas G 
(véase figura). Por último, la 
hibridación de los dones de ADNc al 
ADN genómico indicó que una 
amplia familia muitigénica formada 
por cientos de genes codificaba los 
receptores olfativos. 


Impacto 

Los receptores olfativos identificados 
por Buck y Axe! representan la 
familia más extensa de receptores 
acoplados a proteínas G. Se han 
secuenciado más de 1.000 genes que 
codifican receptores olfativos en el 
ratón. Cabe destacar que la familia 
de genes de receptores olfativos es 
menos extensa en el ser humano 
y se compone de unos 400 genes 
funcionales, lo que co ncuerda con el 
menor sentido del olfato en el ser 
humano en comparación con el perro 
y los roedores. 

La comprensión del 
fundonamiento del sentido del olfato 
ha sido posible gracias a la 
identificación de ios receptores 
olfativos. Cada neurona olfativa 
expresa solamente un único receptor 
olfativo, que se une a distintas 
moléculas de olor, de modo que cada 
una de ellas es detectada por una 
combinación específica de receptores 
de un grupo definido de neuronas 
olfativas, que transmitirán la 
información captada al cerebro. No 
obstante, no se conoce aún la red de 
conexiones nerviosas que conducen la 
información desde las neuronas 
olfativas hasta el cerebro, el cual 
integra estos impulsos nerviosos y los 
interpreta como olores específicos. La 
identificación de estas redes de 
conexiones neuronales es objeto de 
una intensa investigación encaminada 
a comprender el procesamiento de 
información en el sistema nervioso. 


de crecimiento. Estos receptores comparten una estructura común: un do- 
minio N-terminal extracelular de unión al ligando, una única hélice a trans- 
membrana, y un dominio citosólico C- terminal con actividad pro teína -ti re- 
sina quinasa (Fig. 15,14). La mayoría de los receptores protema-tirosina 
quinasas están constituidos por un único polipéptido, pero el receptor de la 
nsulina y otros receptores relacionados son chineros constituidos por dos 
pares de cadenas poiipep tí dicas. La unión del ligando (p. ej., un factor de 
crecimiento) al dominio extraceiular de estos receptores activa el dominio 
quinasa citosólico, dando lugar a la fosforilación del propio receptor y de 
las proteínas diana íntracelulares, que propagan la señal iniciada por la 
unión del factor de crecimiento. 

El primer paso del proceso de señalización en la mayoría de los recepto- 
res proteína-tirosina quinasas es la dimerización del receptor Inducida por 
ligando (Fig. 15.15). Algunos factores de crecimiento, como d PDGF o el 
XGF, son dímeros constituidos por dos cadenas poiipep tídic as idénticas; es- 
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Figura 15.14 Organización 
de los receptores protema -ti rosí na 
qu masas. Cada receptor está 
constituido por un dominio N- terminal 
extracelular de unión aí ligando, una 
única hélice a transmembrana y un 
domino cítosólico extermina 1 con 
actividad proteína-tirosina qu inasa. 

Se muestra la estructura de tres 
subfamilias distintas de receptores 
proteína-tírosina quina sas. Tanto el 
receptor del EGF como el receptor de 
la insulina tienen dominios 
extracelulares ricos en cis teína, 
mientras que el receptor del PDGF 
tiene dominios semejantes a los de las 
i nmun oglobulinas (íg). Del receptor 
del PDGF, merece la pena señalar que 
su dominio quinase está interrumpido 
por un inserto de unos 100 aminoácidos 
que no están relacionados con los 
aminoácidos habitualmente 
encontrados en los dominios catalíticos 
de las proteína-tirosina qu inasas. La 
peculiaridad del receptor de insulina 
es que es un dímero constituido por 
dos pares de cadenas polipeptídicas 
(denominadas ot y |i). 
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Figura 15. T 5 Di mediación y 
autofosforilación de los receptores 
proteína- tí rosina quinases. La unión 
del factor de crecimiento induce la 
dimerización del receptor, lo que da 
lugar a la autofosforilación del mismo 
ya que las dos cadenas polipeptídicas 
se fosf orilan mutuamente. 


tos factores de crecimiento inducen la polimerización a través de la unión 
simultánea a dos moléculas diferentes de receptor. Otros factores de creci- 
miento (como el EGF) son monómeros pero desencadenan la dímeri zade- 
do receptores como resultado de la inducción de cambios con formación ales 
que facilitan las interacciones proteína-proteína entre los polipéptidos de 
los receptores, 

La dimerízadón indudda por ligando conduce a la autofosforilación de! 
receptor ya que las cadenas polipeptídicas del dímero se fosf odian la una 2 
la otra de manera cruzada (véase Fig. 15.15). La autofosforilación desempe- 
ña dos papeles fundamentales en la señalización a través de estos recepte- 
res. En primer lugar, la fosforilación de los residuos de tiros ina del dominic 
catalítico es un mecanismo de regulación ya que incrementa la actividad 
pro teína quina sa del receptor. En segundo lugar, la fosforilación de los re^:- 
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Figura 15.16 Asociación de 
moléculas señal intracelulares 
con los receptores proteína-tírosina 
qui nasas. Los dominios SH2 se unen 
a péptidos específicos que contengan 
fosfotirosina, de los receptores 
activados, 


dúos de tirosína que no pertenecen al dominio catalítico supone la genera- 
ción de sitios de unión específicos para otras proteínas, a través de las que 
>o transmitirá la señal al interior celular desde ios receptores activados. 

La asociación de estas moléculas señal intrace lula res con ios receptores 
proteína-tirosina quinasas se lleva a cabo a través de un dominio de la pro* 
teína que se une a péptidos específicos del receptor que contengan íosfoti- 
-usinas (Fig. 15.16). De estos dominios, los mejor conocidos se denominan 
dominios SH2 (de homología 2 con Src), ya que fueron identificados por 
nrímera vez en las proteína-tirosina quinasas relacionadas con Src, la proteí- 
na oncogénica del virus del sarcoma de Rom Los dominios SH2 se compo- 
nen de den aminoácidos aproximadamente, y se unen a cortas secuencias 
peptídicas específicas que contengan residuos de fosfotirosina (Fig. 15.17). 
Otras proteínas se unen a los péptidos que contienen residuos de fosfotirosina 
mediante los dominios PTB (del inglés phosphoí y resine hínding). La aso- 
dación de las proteínas con dominios 5H2 o PTB, con los receptores proteí- 
na-tirosina quinasas activados tiene varios efectos: localiza a estas pro- 
teínas en la membrana plasmática, desencadena su asociación con otras 
proteínas, promueve su fosforilación y estimula su actividad enzima tic a. 
Por tanto, la asociación de estas proteínas con los receptores autofosforila- 



Figura 15.17 Complejo constituido por un dominio 
5H2 y un páptido con fosfotirosma. La cadena 
polipeptídica del dominio SH2 de la Src se muestra en 
color rojo y su superficie se indica con el punteado verde. 
Las bolas moradas muestran un surco en la superficie. 
Los tres residuos arrúnoaddicos que interaccíonan 
con la fosfotirosina aparecen en azul El péptido con 
fosfotirosina se ha representado por un modelo 
tridimensional de espado lleno. Las bolas amarillas 
y blancas indican, respectivamente, los átomos 
del esqueleto y de las cadenas laterales, y el grupo 
fosfato aparece en rojo. (A partir de G, Waksman 
y 13 colaboradores, 1992. Ncih/ re 358:646.) 
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Figura 15.18 Señalización a partir 
del receptor de cito quinas. La unión 
del ligando induce la dimerización de 
los receptores, y conduce a la 
activación de las proteína-tirosina 
qu inasas no receptoras asociadas 
debido a una fosforilación cruzada. 
Seguidamente, las quinasas activadas 
fosforilan residuos de Eimsma 
def receptor, dando lugar a sitios de 
unión de fosfotirosina para las 
molécula^ señal intr acelulares. 


dos supone el primer paso en la transmisión intracelular de señales, que co- 
menzó con la unión de los factores de crecimiento a la superficie celular. 

Receptores de ritoquinas y proteína-tirosina quinasas 
no receptoras 

Muchos receptores, en vez de tener ellos mismos la actividad proteína- tiro 
sina quinasa, actúan estimulando a proteína-tirosina quinasas a las que no 
están unidas co valen te mente. Esta familia de receptores (denominada la 
superfamilia de receptores de dtoquinas) incluye a los receptores de la ma- 
yoría de las dtoquinas (p. ej,, la interleuquina-2 y la eritropoyetina) y a los 
receptores de algunas hormonas pülipeptídicas (p, ej., la hormona del creci- 
miento), Al igual que los receptores proteína-tirosina quinasas, éstos están 
constituidos por un dominio N-terminal, extracelular, de unión a ligando 
una única hélice oí transmembrana, y un dominio C-terminal eitosólito, Sin 
embargo, el dominio citosólico de los receptores de citoquinas carece de 
actividad catalítica conocida. En vez de esto, los receptores de citoquinas 
actúan en asociación con proteína-tirosina quinasas no receptoras, las cua- 
les son activadas por la unión del ligando al receptor. 

Se piensa que el primer paso de la señalización a partir del receptor de 
dtoquinas es la dimerización del receptor inducida por ligando y la fosfo- 
rilación cruzada de las proteína-tirosina quinasas no receptoras asociadas 
(Fig. 15,18), Estas quinasas activadas fosforilarárt al receptor, lo que propor- 
cionará sitios de unión de fosfotirosina para las moléculas señal intracelula- 
res que tengan dominios 5H2, Por tanto, la combinación de los receptor?- 
de citoquinas más tas proteína-tirosina quinasas no receptoras asociadas, 
funciona de la misma manera que lo hacen los receptores con actividad pro- 
te ína-tírosina quinasa tratados en la sección anterior. 

Las quinasas asociadas con los receptores de citoquinas pertenecen a la 
familia de las quinasas Jarms, o J AK, formada por cuatro proteína-tirosina 
quinasas no receptoras relacionadas. Los miembros de la familia JAK pare- 
cen ser universal mente necesarios para la señalización a través de recepto- 
res de citoquinas, lo que indica que las quinasas de la familia JAK juegan ur 
papel crítico en el acoplamiento de estos receptores a la fosforilación en ti- 
ros inas de dianas intra célula res. 

Las proteína-tirosina quinasas no receptoras adicionales pertenecen a la 
familia Src, que está formada por Src y ocho proteínas estrechamente rela- 
cionadas. Como ya se ha indicado, Src fue inicialmente identificada como 
una proteína oncogénica del virus del sarcoma de Rous, y fue la primera 
proteína en la que se demostró la actividad proteína-tirosina quinasa, d e 
modo que ha jugado un papel clave en los experimentos que han llevado a 
nuestra comprensión actual de la señalización celular. Los miembros de la 
familia Src juegan papeles clave en la señalización desencadenada de recep- 
tores de dtoquinas, proteína-tirosina quinasas de receptores, desde los re- 
ceptores de antígeno en los linfocítos B v T, y (como se estudiará más ade- 
lante en este capítulo) desde la integrólas en los puntos de adhesión celular 
a la matriz extracelular. 

Receptores asociados a otras actividades enzimáticas 

Aunque la gran mayoría de los receptores asociados a enzimas estimulan la 
fosforilación de proteína-tirosinas, algunos receptores se encuentran asocia- 
dos a otras actividades enzimáticas. Estos receptores incluyen proteína-tiro- 
sina fosfatasas, proteína -serina/treonin a quinasas y guaní lato ciclasas. 

Las proteína-tirosina fosfatasas quitan grupos fosfato de los residuos de 
fosfotirosina, actuando de manera opuesta a las proteína-tirosina quinasas. 
En muchos casos, las proteína-tirosina fosfatasas actúan como reguladores 
negativos en las vías de señalización celular, ya que se encargan de inte- 
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crumpir las señales que se activaran a partir de la fosforilación de ías proteí- 
te-tirosinas* Sin embargo, algunas proteína-timsina fosfatasas son receptó- 
se de superficie celular cuya actividad enzímática es un mecanismo de re- 
r— ación positiva en la señalización celular: el genoma humano codifica 21 
s. olores de dicho tipo de proteína- ti resina fosfata sa. Un buen ejemplo de 
esu ultimo lo proporciona el receptor denominado CD45, que se expresa en 
_ superficie de los linfocítos B y T. Tras la estimulación por el antigeno, pa- 
aace ser que el CD45 des fosforita una fosfotirosina específica, la cual inhibe 
actividad enzímática de miembros de la familia 5 re. Por tanto, la función 
la proteína-tirosina fosfatas a CD45 es, paradójicamente, la de activar 
jroteína-tirosina quinas as no receptoras» 

Los receptores para el factor de crecimiento transformante p (TGF-fl> y 
" - polipéptidos relacionados, son proteína qu i nasas que fosforiian resi- 
*_ de serina o treonina de sus proteínas sustrato, en vez de restos de tiro- 
■ £] TGF-P es el prototipo de una familia de factores de crecimiento po 
Ireptfdicos que controlan la proliferación y diferenciación de varios tipos 
guiares de una variedad de tipos celulares. La clonación del primer recep- 
£ : para un miembro de la familia de los TGF-[3, puso de manifiesto que es 
d modelo de una familia específica de receptores con un dominio proteína- 
^rina/treonina quinasa. Desde entonces, los receptores encontrados para 
eos miembros de ia familia de los TGF-fi también han resultado ser protei- 
ca -se riña /treonina qulnasas, La unión det ligando a estos receptores provo- 
ca a asociación de dos cadenas polipeptídicas distintas, codificadas por 
■tiemblos distintos de la familia de los receptores de TGF-fL dando lugar a 
he-erodímeros en los que los receptores con actividad quinasa se fosforiian 
mutuamente de manera cruzada» Entonces, los receptores de TGF-P activa- 
dos fosforiian a los miembros de una familia de factores de transcripción 
denominados SMAD, los cuales se translocan al núcleo y activan la expre- 
sión de los genes diana. 

Algunos ligan dos pep lidíeos se unen a receptores cuyos dominios cito- 
^ líeos tienen actividad gu añil ato cicla sa, catalizando la formación de GMP 
do! ico. Como se dijo anteriormente, el óxido nítrico y monóxido de carbo- 
no también activa la guarníalo ciclasa, pero la diana de estos gases es una 
enzima intracelular en vez de un receptor transmembrana. Los receptores 
¿uanilato ciclasa tienen un dominio extracelular de unión al ligando, una 
anica hélice a transmembrana, y un dominio eitosólico con actividad catalí- 
tica» La unión al ligando estimula la actividad catalítica, dando lugar a la 
formación de GMP cíclico —un segundo mensajero cuyos efectos en el inte- 
rior de la célula se discutirán en la próxima sección de este capítulo» 

Otros receptores se unen a proteínas citoplasma ticas con actividad bio- 
ruímica diferente. Por ejemplo, la citoquma factor de necrosis turnara! 
INF) induce la muerte celular, quizá (como se analiza en el Cap» 17) como 
m mecanismo de eliminar de los tejidos células excedentes o deterioradas» 
Los receptores del TNF y de otras moléculas relacionadas» señalizadoras de 
-'inerte celular, se asocian a proteasas específicas, que son activadas en res- 
puesta a la unión del ligando. La activación de estas proteasas asociadas a 
-eceptor dispara ia activación de proteasas posteriores, lo que lleva, en últi- 
ma instancia, a ia degradación de varios tipos de proteínas intracelu lares y 
a la muerte de la célula. 


■ Los receptores de ritoquinas 
son empleados por el virus de la 
inmunodefíriencia humana (VIH) 
como receptores de la superficie 
celular para Ja infección de las 
células i rnn unitarias. 


Vías de transducción intracelular de señales 

La mayoría de los receptores de superficie celular activan enzimas diana in- 
nacelulares, las cuales pueden estar, bien unidas directamente a los recepto- 
res, o bien asociadas a ellos a través de proteínas G. Estas enzimas mira ce- 
lulares sirven como elementos que transmiten la señal hacia lugares 
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Figura 15.19 Sin tesis y degradación 

deJ AJW Pe. El AMP cíclico se sintetiza 
a partir del ATP por la adenilato cid asa 
y es degradado a AMF por la AMPc 
tos f odies te rasa. 


posteriores en el interior celular, propagando y amplificando la señal inicia- 
da por la unión del ligando. En la mayoría de los casos, una cascada de rea c- 
ciones transmite la señal desde la superficie celular hasta diversas dían_’ 
intracelulares — un proceso denominado transducción intraceíuíar de se- 
ñales — . Las dianas de estas vías de señalización suelen ser factores del 
transcripción cuya función es regular la transcripción génica. Por tanto. 'o* 
mecanismos de señalización intraceíuíar conectan la superficie celular ce* 
el núcleo, dando lugar a variaciones en la expresión génica como respuesta 
a los estímulos extracelulares. 



Vía deí AMPc: segundos mensajeros y fosforilación de proteínas 

La señalización intraceíuíar se puso de manifiesto por primera vez al estu- 
diar la acción de hormonas tales como la epinefrina, que causa la hídróli-±a 
del glucógeno a glucosa previa a la actividad muscular. En 1958, Earl Sih 
therland descubrió que la acción de la epinefrina era mediada por un au- 
mento en ¡a concentración intraceíuíar de AMF cíclico ÍAMFc), Jo que o 
a la idea de que el AMPc es un segundo mensajero de la señalización h< — 
monal (siendo la hormona el primer mensajero). El AMP se forma a parís' 
del ATP por la acción de la adenflato ridasa y es degradado a AMP por k ( 
AMPc fosfódiestetasa (Fig. 15,19). Como ya se señaló anteriormente, e! re- 
ceptor de la epinefrina está asociado a la ad enflato cicla sa vía una propi- 
na G que estimula su actividad enzimárica, dando lugar al aumento dek 
concentración Intraceíuíar de AMPc (véase Fig, 15.12), 

Entonces, ¿cómo señaliza el AMPc la rotura del glucógeno? Éste y la ma- 
yoría de los efectos del AMPc en la célula animal son mediados por la aa 
de la proteína quinasa dependiente de AMPc, o proteína quinasa A, 
enzima descubierta por Donald Walsh y Ed Krebs en 1968. La forma in* 
va de la proteína quinasa A es un tetrámero constituido por dos subunid 
des reguladoras y dos subunidades catalíticas (Fig. 15.20). El AMP cíclico : 
une a las subunidades reguladoras provocando su disociación de las subu- 
nidades catalíticas. Las subunidades catalíticas libres son enzimáticam eme 
activas y son capaces de fosforita r residuos de seri na de sus proteínas 
En la regulación del metabolismo del glucógeno, la proteína quinasa A 
forila a dos proteínas diana (Fig. 15,21). La primera es otra proteína quinase 
la fosforilasa quinasa, que es fosforilada y activada por la proteína qui 
sa A, La fosforilasa quinasa, a su vez, fosf orila y activa a la glucógeno 
rílasa, que cataliza la rotura del glucógeno a glueosa-1 -fosfato. Además 
proteína quinasa A fosforita la enzima glucógeno sintetasa, que cataliza 
síntesis de glucógeno. En este caso, la fosforilación inhibe la actividad 
mática. Por tanto, el incremento del AMPc y la activación de la proteína 
nasa A bloquea la síntesis de glucógeno a la vez que activa su hidróli» 


Figura 1 5.20 Regulación de la proteína quínase A. La forma inactiva de la 
proteína quinasa A está constituida por dos subunidades reguladoras (R) y por do* 
subunidades catalíticas (C). La unión del AMPc a las subunidades reguladoras 
induce un cambio c orifo rm adana 1 que lleva a la disociación de las subunidades 
catalíticas, de lo que resulta la activación enzimárica de éstas. 
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Figura 15,21 Regulación del 
metabolismo del glucógeno por la 
protema quinasa A. La proteína 

q u inasa A fosforíla a la glucógeno 
síntetasa y a la fosforilasa quinasa. Esta 
fosforilación inhibe a la glucógeno 
sintetasa (que cataliza la síntesis de 
glucógeno), mientras que activa a la 
fosforilasa quinasa. Entonces, la 
fosforilasa quinasa fosforíla y activa a 
la glucógeno fosforilasa, que cataliza la 
rotura del glucógeno a glucosa- 1- 
fosfato. 


La cadena de reacciones que conduce desde el receptor de la epinefrina 
■ asta la glucógeno fosforilasa proporciona un buen ejemplo de la amplifica- 
ción de la señal durante la transducción de señales intracelular. Cada mole- 
cula de epmefrina activa un único receptor. Sin embargo, cada receptor pue- 
de activar hasta 100 moléculas de G s . Cada molécula de G,, activa a la 
iderulato ciclasa, que cataliza la síntesis de muchas moléculas de AMPc. La 
señal continúa amplificándose puesto que cada molécula de proteína qui- 
nasa A fosforíla muchas moléculas de fosforilasa quinasa, que, a su vez, fos- 
: orilan muchas moléculas de glucógeno fosforilasa. Por tanto, la unión de la 
hormona a un pequeño número de receptores da lugar a la activación de un 
tú mero mucho mayor de enzimas diana intracelulares. 

En muchas células animales, el aumento del AMPc activa la transcrip- 
ción de irnos genes diana específicos que contienen una secuencia regula- 
jora denominada elemento de respuesta a AMPc, o CRE (Fig. 15.22). En 
este caso, la señal desde el citoplasma al núcleo la lleva la subunidad catalí- 
tica de la proteína quinasa A, que es capaz de entrar en el núcleo tras su des- 
acoplamiento de la subunidad reguladora. En el núcleo, la proteína quinasa 
A fosforíla a un factor de transcripción denominado CREB (de proteína de 
unión a CRE), lo que activa al reclutamiento de coactivadores y la transcrip- 
ción de genes inducidles por AMPc. Este tipo de regulación de la expresión 
génica por el AMPc desempeña un papel importante en el control de la pro- 
liferación, la supervivencia y ¡a diferenciación de diversos tipos de células 
animales, además de estar implicada en los procesos de aprendizaje y la 
memoria. 


Animación web 

Amplificación de la señal 

En una cascada de transducción de la 
señal, cada enzima activada en un 
estadio de la cascada puede activar a 
10G moléculas de la siguiente enzima, 
amplificando rápidamente la respuesta 
al ligando unido a su receptor. 



Es importante señalar que las proteína quina sas, como la proteína quina- 
sa A, no actúan de manera aislada en la célula. Por el contrario, la fosforila- 
ción de las proteínas es revertida rápidamente por la acción de las proteína 
fosfatases. Algunas proteína fosfatabas son receptoras de membrana, como 
se dijo en la sección anterior. Otras son enzimas dtosólicas que quitan gru- 
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Figura 15.22 Expresión de los genes inducidos por AMPc. La subunídad 
catalítica líbre de la proteína quinase A se transloca al núcleo y fosfatóla 
al factor de transcripción CREB ( proteína de unión a CREI, lo que conduce 
al reclutamiento de coactiva da res y expresión de los genes inducidos por AMPc, 


pos fosfato de restos fosf orí lados de tirosina o de serina/treonina de susi 
proteínas sustrato. Estas proteína fosfatases sirven para finalizar la respues- 
ta iniciada por la activación de las proteína qu masas mediada por receptor 
Por ejemplo, los residuos de serina de las proteínas fosforiiados por la pTO- 
teína quinasa A, suelen ser desfosf odiados por la acción de una fosfataba 
denominada proteína fosfatasa 1 (Fig. 15.23), Por tanto, el grado de fosfori- 
lación que presentan los sustratos de la proteína quinasa A (como la fosft - 
rilasa quinasa y el CREB) depende del equilibrio entre la actividad in trace- 
lular de la proteína quinasa A y de las proteína fosfa tasas. 

Aunque la mayor parte de los efectos del AMPc están mediados por la 
proteína quinasa A, el AMPc también puede regular directamente canales 
iónicos, independientemente de la fosforilación de las proteínas. El AME 
cíclico funciona de esta manera como un segundo mensajero en la detec- 
ción de olores. Los receptores de las moléculas olorosas en las neuronas 
sensoriales de la nariz son receptores asociados a proteínas G que estimu- 
lan a la adenilato ddasa, lo que genera un aumento del AMPc intracduía: 
En vez de activar a la profeína quinasa A, el AMPc en este sistema provoca 
la apertura de ios canales de Na + en la membrana plasmática, lo que da lu- 
gar a la despolarización de la membrana y a la generación de un impulso 
nervioso. 

GMP cíclico 

El GMP cíclico (GMPc) también es un segundo mensajero importante si 
las células animales, aunque su papel no se ha estudiado con el mismo de- 
talle que los del AMPc. El GMP cíclico se sintetiza a partir del GTP por L* 
guanílato ciclasa y es degradado a GMP por una fosfodíesterasa. Como ya 
se trató anteriormente en este capítulo, tanto el óxido nítrico como deternv- 
nados ligandos peptídícos activan diferentes tipos de guanílato dclasas. La 
activación de las guarníalo dclasas aumenta el nivel de! GMPc, el cual in- 
terviene como mediador de respuestas biológicas, como, por ejemplo, la va- 
sodilatador*. El GMPc ejerce su función a través de una pro teína quinasa 
dependiente de GMPc, aunque también puede actuar sobre otras dianas 
como por ejemplo canales iónicos y las fosfod i estera sas. 

En el ojo de los vertebrados es donde está mejor caracterizada la acción 
del GMPc, donde actúa como el segundo mensajero responsable de conver- 
tir las señales visuales recibidas en forma de luz en impulsos nerviosos. Eli 
fotor receptor en los bastones de la retina es un receptor asociado a una prcv 
teína G denominado rodopsína (Fíg. 15.24). La rodopsina se activa por la 




Figura 1 5.23 Regulación de la 
fosforilación de proteínas por la 
proteína quinasa A y por la proteína 
fosfatasa 1 . La fosforilación de 
proteínas diana por la proteína quinasa 
A es revertida por la acción de la 
proteína fosfatasa 1 . 


Inactiva 


Protema quinasa A 




Activa 
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porción de luz por parte de la pequeña molécula asociada ll-ris-retinaí, la 
goal se ísomeriza a todo- tmus-re tina 1, lo que induce un cambio conforma- 
¡pona! en la proteína rodopsína. Entonces, la rodopsína activa a la proteína 
G transd urina, y la subunidad a de la transducína activa a la GMPc fosfo- 
éiesterasa, lo que lleva a que disminuya el nivel intracelular de GMPc, Esta 
:ión del nivel de GMPc en los bastones se traduce en un impulso ner- 
p debido a la acción del GMPc sobre los canales iónicos de la memb ra- 
je manera similar a la acción del AMPc en la detección de los olores. 

sfofípidos y Ca 3+ 

¿s dos vías principales de señalización intracelular se basan en la utiliza- 
i de segundos mensajeros derivados del fosfolípído de membrana fosfa- 
inositol 4,5-bifosfato (PIPj. El PIP 2 es un componente minoritario de 
i membrana plasmática, que se localiza en la cara interna de la bicapa fos- 
r: Jíca (véase Fig. 13.2). Diversidad de hormonas y factores de crecí- 
ato inducen la hidrólisis del P1P 2 por la fosf olí pasa C —una reacción 
da lugar a dos segundos mensajeros diferentes, el diacilglicerol y el 
itol 1,4,5- trifosfato (IP 3 ) (Fig. 15.25)—, El diacilglicerol y el fP 3 activan 
& de señalización intracelular diferentes (a la proteína quínasa C y la mo- 


Figura 15.24 Papel del GMPc en la 
foto rrecepc i ó n. La a bsorrión de 1 uz 
por parte del reünal activa al receptor 
asociado a la pro teína G rodopsína. 
Entonces, la subunidad a de la 
transducina activa a la GMPc 
fosfodiesterasa, lo que lleva a que 
disminuya el nivel intracelular de 
GMPc, 


Figura 1 5.25 Hidrólisis del PIP 3 . 

La fosfolipasa t (PLC) cataliza la 
hidrólisis del fosfatidíl inositol 
4,5-bifostato (PII\) dando lugar al 
diacilglicerol (DAG) y al Inositol 
trifosfato (IP 3 ), El diacilglicerol activa a 
miembros de la familia de la pro teína 
quinasa C, y el LP 3 induce la liberación 
del Ca-" de los reservónos 
íntracelu lares. 
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Figura 15.26 Activación de Ja 
fosfolipasa C por proteina-tirosina 
qumasas. L a fosfolipasa C-y (PLC-y) 
se une al receptor proteina-tirosina 
quinase activado a través de su 
dominio SH2. La fosforilación dé las 
tirosinas aumenta la actividad dé la 
PLC-y lo que estimula la hidrólisis 
delPlP* 


■ los venenos tóxicos 
procedentes de serpientes 
contienen fosfolí pasas. La 
hidrólisis de fosfolípídos por el 
veneno procedente de la serpiente 
cascabel y de Ja cobra dan lugar a 
la rotura de las membranas de los 
glóbulos rojos. 


Membrana 
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Retículo endoplásmico O O O O 

Figura t5.27 IVlo vil ilación del Ca 1 * 
mediada por el IP 5 . EICa 24 es 
bombeado desde el citosol al retículo 
end oplásmico, el cual sirve como un 
reservado de C¿r' intracelular. El 1P* se 
ime a receptores en la membrana del 
retículo endoplásmico que son canales 
de Ca" + regulados por ligando, por lo 
que permite el flujo del Ca :+ al c itoso L 





vilización del Ca 2 C respectivamente), por lo que la hidrólisis del PIÍL disp¿- I 
ra una doble cascada de señales intra celulares. 

Hay que destacar que la hidrólisis del P1P¿ es activada posteriormen> I 
(dozmstream) a los receptores acoplados a las proteínas G y a las proteína- I 
tirosirta qumasas. Esto se debe a que una isoterma de la fosfolipasa C I 
(PLC-p) es activada por las proteínas G, mientras que otra (PLC-y) contiene I 
dominios 5H2 responsables de su asociación con receptores proteína- tiros:- I 
na quinas as activados (Fig. 15.26). Esta interacción es la responsable de ¡a I 
localización de la PLC-y próxima a la membrana plasmática, así como de* I 
ia fosforilación de sus tirosinas, lo que aumenta su actividad catalítica. 

El diacilglicerol producido por la hidrólisis de PIP 1 permanece asociado a I 
la membrana plasmática y activa las proteína-serma/ treonina quinasas per- I 
tenecientes a la familia de la protema qu inasa C, muchas de las cuales jue- I 
gan papeles importantes en el control del crecimiento y diferenciación cetu- I 
lar. El otro segundo mensajero producido por la escisión de PIP : , ¡F v es una I 
pequeña molécula polar que es liberada al citosol, donde actúa señalizando I 
la liberación de Ca 2 ^ desde los depósitos in trace luí a res (Fig. 15.27). Como sej I 
señaló en el Capítulo 13, la concentración de Ca- 4 se mantiene en niveles e\- I 
tremad amen te bajos (aprox. 0,1 jxM) debido a ia acción de las bombas de I 
Ca 2+ que expulsan el Ca 2+ del interior celular por transporte activo. El Ca : " 
no sólo se bombea a través de la membrana plasmática, sino también al re- I 
tic tilo endoplásmico, sirviendo así, éste, como un reservorio intracelular de I 
Ca 2- . El IP- libera el Ca 2+ del retículo endoplásmico mediante su unión a re- 
cep toros que son canales de Ca 2 ^ regulados por ligando. Debido a esto, los I 
niveles de Ca 2 ^ citosólico aumentan hasta cerca de 1 liM, lo que afecta a b I 
actividad de diversas proteínas diana, incluyendo proteína quinasas y fo>- I 
f a tasas. Por ejemplo, algunos miembros de ia familia de la proteína quinasa | 
C requieren Ca 2+ así como diacilglicerol para su activación, por lo que estas 
proteína quinasas son reguladas por ambas ramas de la vía de señalización I 
del PH> Una de las principales proteínas de unión a Ca~“ que media en los 
efectos de este catión es la calmodufína, que se activa por la unión del Ca _ ‘ 
cuando la concentración del Ca 2 ^ citosólico aumenta hasta aproximadamen- 
te 0,5 jiM (Fig. 15,28). Entonces, la Ca 2+ /calmodulma se une a diversas pro- 
teínas diana, incluyendo las proteína quinasas. Un ejemplo de estas proteí- 
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1 5.28 Fundón de la calmoduíína. La calmoduíína es una proteína 
toa de mancuerna, con cuatro sitios de unión al Ca 2 *. El complejo activo 
calmoduíína se une a diversas proteínas diana, incluyendo a proteína 
as dependientes de Ca" + /calmoduíína. 


quina sas dependientes de Ca^/calmodulina es la quinasa de la cadena 
áe la miosina, que induce la contracción actma-miosina mediante la 
ación de una de las cadenas ligeras de la miosina (véase Fig. 12.31). 
proteína quinasas que son activadas por la C a 2 V calmoduíína inclu- 
l miembros de la familia de las quinasas CaM, que fosforüan a distin- 
tipos de proteínas, entre las que se incluyen enzimas metabólicas, cana- 
rreos y factores de transcripción. Una de las formas de qu inasa CaM 
i especialmente en el sistema nervioso, donde regula la síntesis y la 
ración de neurotransmisores. Además, las quinasas CaM regulan la ex- 
génica a través de la fosforilación de factores de transcripción. Es 
ate señalar que uno de los factores de transcripción fosforilados por 
qu inasa CaM es el CREB, que es fosforilado en el mismo sitio por la pro- 
quinasa A. Esta fosforilación del CRE6 ilustra una de las múltiples 
-acciones entre las vías de señalización del Ca 2 ' y del AMPc. Otros ejem- 
serian la regulación de las ad enflato ciclasas y de las fosfodiesterasas 
ía Ca 2 '/calmodulina, la regulación de los canales de Ca 2 " por el AMPc, 
. fosforilación de determinadas proteínas diana tanto por la proteína qui- 
A como poT quinasas dependientes de Ca 5 */ calmoduíína. Por tanto, 
► v ías de señalización del Ca 2 * y del AMPc funcionan de manera coordi- 
ia en la regulación de multitud de respuestas celulares. 

Los aumentos de la concentración intracelular de Ca 2 * no obedecen ex- 
ámente a la liberación de Ca 2 " de los depósitos intracelu lares, sino que 
?íén pueden deberse a la captación de Ca 2 " extracclular a través de ca- 
• i.-> regulados de la membrana plasmática. La entrada de Ca 2 * extracelular 
fs particularmente importante en las células nerviosas y musculares eléctri- 
i^mente excitables, en las que los canales de Ca 2 * regulados por voltaje de la 
«mbrana plasmática se abren debido a la despolarización de la membrana 
15.29), El incremento de Ca :+ resultante dispara, a su vez, la liberación 
¿x Ca 2 * de los depósitos i n trace lula res, mediante la activación de canales de 
diferentes denominados receptores de rianodina. En las neuronas, uno 
los efectos del aunrento del Ca 2 ' intracelular es activar la liberación de 


r- neurotransmisores, por lo que el Ca 2 * desempeña un papel fundamental 
c a conversión de señales eléctricas a señales químicas en el sistema ner- 
Ti oso. En las células musculares, el Ca 2 * se acumula en el retículo sarcoplás- 
t ico, de donde se libera a partir de la apertura de los receptores de rianodi- 
en respuesta a la variación en d potencial de membrana. La liberación 
del Ca 2 ~ acumulado supone un gran incremento del Ca 2+ eitosólico, lo que 
dispara !n contracción muscular (véase Fig. 12,28). Por tanto, las células uti- 
fearí diversos mecanismos para regular los niveles de Ca 2 intracelular, !o 


r gura 15.29 Regulación del Ca 2 * intracelular en las células eléctricamente 
licita bles. La des polarización de 3 a membrana provoca la apertura de los canales 
re Ca 2 " regulados por voltaje de la membrana plasmática, lo que supone el flujo 
¿e Ca" desde el fluido ex tracelular, El incremento de Ca : ' intracelular resultante 
activa la ulterior liberación de Ca 2 de los depósitos intracelu lares mediante 
La apertura de otros canales de Ca : ' diferentes (receptores de rianodina) 
en la membrana del retículo end oplásmico. En las células musculares, la apertura 
de los receptores de rianodina del retículo sarcoplásmico puede tener lugar 
erectamente, en respuesta a la des polarización de la membrana. 



Proteína quirasa dependiente 
de Ca á+ /calmodulina 
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Cara interna de la rnembrana plasmática 
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pip 3 


Figura 15.30 Actividad 
de la PI 3-quinasa. La PI 3-quimsa 
fosforita Ja posición 3 del inositol, 
con virtiendo el PUL en P1P V 


que hace del Ca 24 un segundo mensajero muy versátil que controla un am- 
plio rango de procesos celulares. 

Las vías PI 3-Qumasa/Akt y mTOR 

El PIP 2 no sólo funciona como fuente de diacilglicerol e IP V sino que ade- 
más constituye el punto de partida de una vía de segundo mensajero dife- 
rente que juega un papel clave en la regulación del crecimiento y supervi- 
vencia celular. En esta vía, el PIP 2 es fosforilado en la posición 3 del inositol 
por la enzima fosttaüdilinosítido I PI ) 3-quinasa (Fig. 15.30). Al igual que la 
fosfolipasa C, una forma de PI 3-quinasa es activada por las proteínas G 
mientras que una segunda forma posee dominios $H2 y es activada mt- 
diante su asociación con receptores de proteíha-tirosma quinasas, La fosfo- 
rilación de PIPn genera el segundo mensajero fosfatidilinositol 3, 4, 5- trifos- 
fato (PIP 3 ), 

Una diana clave del PÍP> que es crítica para la señalización durante i: 
proliferación y superv ivencia celular, es una protema-serína / treonina qu - 
nasa denominada Akt. El FIP 3 se une a un dominio del Akt conocido com 
el dominio de homología con pleestrina (Fig. 15.31), Esta interacción recluta 
a Akt en la cara interna de ia membrana plasmática, donde es fosforilado 
activado por otra proteína quina sa (denominada PDK1) que también con* 
tiene un dominio de homología con pleestrina y une PIP> La formación d c 
PIP 3 por tanto, resulta en la asociación tanto de Akt como PDK1 con la 
membrana plasmática, desencadenando la fosforilación y activación de 
Akt. La activación de Akt también requiere la fosforilación en una segunda! 
diana por parte de una pro teína quinasa diferente (mTOR en un complei 
conocido como mTORC2), que también puede ser estimulado por factores 
de crecimiento. 

Una vez activado, Akt fosforita a un número de proteínas diana, inclu- 
yendo proteínas que son reguladores directos de la supervivencia celular 
(analizados en el Cap. 17), factores de transcripción y otras proteína quina* 
sas. Los factores de transcripción críticos que son diana de Akt incluyen 
miembros de la familia forfdiead (cabeza de horquilla) o FOXO (Fig. 15.32 
La fosforilación de FOXO por Akt crea un sitio de unión para las chapen - 
ñas dtosóHeas (proteínas 14-3-3) que secuestran a FOXO en una forma in- 
activa en el citoplasma. En ausencia de la señalización por factores decreci- 
miento y de actividad de Akt, FOXO es liberado de 14-3-3 y se transloca al 
núcleo, estimulando la transcripción de genes que inhiben la proliferación 
celular o inducen la muerte celular. Otra diana de Akt es la pro teína quin^ 
sa GSK-3, que regula el metabolismo además de la proliferación y sup en - 
venda celular. Al igual que FOXO, GSK-3 es inhibido por la fosforilación de 
Akt, Las dianas de GSK-3 incluyen diversos factores de transcripción y d 
factor de iniciación de la traducción elF2B, La fosforilación de e¡F2B lleva ai 
descenso global de la iniciación de la traducción (véase Fig. 8.20), de forma 
que GSK-3 proporciona un enlace entre la señalización de los factores de 
crecimiento y el control de la síntesis proteica celular. 

La vía mTOR es un regulador central del crecimiento celular que acopla 
el control de la síntesis proteica con la disponibilidad de factores de creci- 
miento, nutrientes y energía (Fig. 15.33). Esto se consigue mediante la regu- 
lación de mTOR a través de múltiples señales, incluyendo la vía PI 3-qutna- 
8a/ Akt. La proteína quinasa mTOR existe en dos complejos diferentes m 
las células. Como se ha indicado anteriormente, el complejo mTORCZ 
una de las proteínas quinaseis que fosforila y activa a Akt (véase Fig. 15.31 
Por el contrario, el complejo mTORCl es activado comente abajo de Akt y 
funciona para regular el tamaño celular, al menos en parte mediante el cor- 
trol de la síntesis proteica. H complejo mTORCl está regulado por las pro- 
teínas de unión a GTP relacionada con Ras Rheb, que a su vez es regulaos 
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[ Factor de transe ripción | 


mTORC2 


Metabolismo 

Factor transduccíún elF2B 
Factores de transcripción 


GSK-3 


por el complejo proteico activador de GTPasa TSCl/2. Akt fosforila e inhi- 
be la actividad de TSCl / 2 , lo que provoca la activación de mTORCi como 
respuesta. Adiri analmente, TSCl/2 está regulado por otra proteína qu inasa 
denominada la qu inasa activada por AMP (AMPK). La AMPK detecta el es- 
tado energético de la célula y es activada por una elevada proporción de 
AMP frente a ATP. Bajo estas condiciones, AMPK fosforila y activa TSCl/2, 
dando lugar a la inhibición de mTORCl cuando las reservas energéticas ce- 
lulares están vacias. TSCl/2 a su vez es regulada por la disponibilidad de 
aminoácidos, aunque el mecanismo responsable sigue sin determinarse. 

El complejo mTORCl fosforila al menos a dos dianas bien caracterizadas 
que funcionan para regular la síntesis proteica: la quinasa $6 y la proteína 1 
de unión a eIF4E (4E-BP1), La quinasa S6 controla la traducción mediante la 
fosforilación de la proteína ribosómica 56 además de otras proteínas impli- 
cadas en la regulación de la traducción. La proteína de unión a eíF4E con- 


Figura 1 5.3 1 La vía Pl 3-quinasa/Akt. 

Akt es reclutada a la membrana 
plasmática mediante la unión de PlP^ 
en su dominio de homología a 
plecstrina ÍPH). A continuación es 
activada como resultado de la 
fosforilación por otra proteína quinasa 
(PDK1) que también se une a PIF V 
además de en el complejo mTORC 
A continuación Akt fosforila a diversas 
proteínas diana, incluyendo 
reguladores directos de la 
supervivencia celular (Bad, véase Cap. 
17), diversos factores de transcripción, 
y la proteína quinasa GSK-3 (que es 
inhibida por la fosforilación por Akt). 
GSK-3 fosforita enzimas meta bóli cas, 
factores de transcripción, y el factor de 
iniciación de la traducción eIF-2B. 


trola la traducción medíante su interacción con el factor de iniciación elf4E, 


que se une a la caperuza 5' del ARNm (véase Fig, 8,21). En ausencia de se- 
ñalización por parte de mTOR, las 4E-BP no fosforiladas se unen a eíF4E e 
inhiben la traducción interfiriendo con la interacción de cIF4E con eIF4G. 


La fosforilación de 4E-BP1 por parte de mTOR previene su interacción con 
eTF4E, dando lugar a tasas incrementadas de iniciación de la traducción. 
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Presencia de factor 





Los genes inducidos por FOXO 
no se expresan 


Figura 1 5.32 Regulación de FOXO. En ausencia de estimulación por factores de 
crecimiento, el tactor de transcripción FOXO se transloca al nüdeo e induce la 
expresión del gen diana. La estimulación por factores de crecimiento da lugar a la 
activación de Akt, que fosforila a FOXO, Esto crea sitios de unión para la chape roña 
eitosólica 1 4-3-3, que secuestra a FOXO en una forma inactiva en el citoplasma. 


■ La rapamicina, un antibiótico 
producido por ciertos hongos, es 
un inhibidor especifico del 
complejo mTORCI y es empleado 
como medicamento 
inmunosupresor m los trasplantes 
de órganos. 


Vía de las quinasas MAP 

La vía de las quinasas MAP se refiere a una cascada de proteína quinasas 
que está altamente conservada en la evolución y desempeña un papel cen- 
tral en la transducción de señales en todas las células eucariotas, desde las 
levaduras hasta el ser humano. Los elementos centrales de esta vía son una 
familia de proteína-serína /treonina quinasas denominadas quinasas MAP 
[de proteína quinasas activadas por ímtógenos) que se activan en respuesta 
a diversos factores de crecimiento y a otras moléculas señal En las levadu- 
ras. las vías de las quinasas MAP controlan diversas respuestas célula re- 
entre las que se incluyen el apareamiento, la forma celular y la espprula* 
ción. En los eucariotas superiores (incluyendo C e legan s r Drosophila, ranas 
mamíferos) las quinasas MAP son reguladores ubicuos del crecimiento y el- 
la diferenciación celular. 

Las formas mejor caracterizadas de las quinasas MAP en las células de 
mamíferos pertenecen a la familia de las ERK (quinasas reguladas por seña- 
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r i j ra 1 5,33 La vía mTOR, La pro teína quinasa mTORCl es activada por Rheb, 

[ y» es inhibí do por el complejo TSC 1/2. Akt inhibe TSC 1 / 2 , dand o 1 uga r 
i . activación de Rheb y mTORCl en respuesta a la estimulación por factores 
me crecimiento. Por el contrario, AMPK activ a a T5C1 ¡ 2 , dando lugar a la inhibición 
1 re Rheb y mTORCl si las reservas de energía celular están agotadas, mTORCl 
«emula 3a traducción mediante la fosforilación de la quinasa S6 (que fosforita 
a proteína ribosómita S6) y medíante la fosforilación de la proteína de unión 
i ¿ IF4E, eliminando la inhibición del factor de iniciación de la traducción elF4E, 


¡es ex trace lular es). La activación de ERK desempeña un papel central en la 
señalización de la proliferación celular inducida por factores decrecimiento 
que actúan a través de proteína-tirosina quinasas o de receptores asociados 
¿ proteínas G, La pro teína quinasa C también puede activar Ja vía ERK y 
tanto la vía de Ca^ como la de AMPc presentan intersecciones con la seña- 
nación vía ERK, bien activando o bien Inhibiendo la vía de ERK en función 
del tipo celular. 

La activación de ERK tiene Lugar a través de dos proteína quinasas ante- 
no res que están asociadas a receptores de factores de crecimiento mediante 
una proteína de unión a GTP denominada Ras (Fíg. 1534). La activación de 
Ras provoca la activación de Ja proteína-serina/treonina quinasa Raf, la 
cual fosf orila y activa una segunda proteína quinasa denominada MEK (de 
IAP quinasa/ERK quinasa). MEK es una proteína quinasa con especificó 
dad doble, que activa a miembros de La familia ERK fosforilando tanto resi- 
duos de treonína como de tirosina separados por un aminoácido (p. ej,, treo- 
nina-183 y tirosina-185 de ERK2), Una vez activada, ERK fosforita 
diversidad de dianas, incluyendo otras proteína quinasas y factores de 
iranscriprión* 

El papel central de la vía de la ERK en las células de mamíferos se descu- 
brió a partir de los estudios acerca de las proteínas Ras, que se identificaron 
ñor primera vez como proteínas oncogénkas de virus tumoraíes que causa- 
ban sarcomas en ratas (de ahí el nombre Ras, de virus de sarcoma de ratas). 
El interés acerca de Ras creció considerablemente en 1982, cuando se impli- 
caron por primera vez las mutaciones en el gen ras con el desarrollo de cán- 
ceres humanos (lo que se tratará en el Cap. 1 8). La importancia de Ras en la 
señalización intracelular se puso de manifiesto mediante experimentos en 
los que se mostraba que la microinyección de la protema Ras activa inducía 
la proliferación de las células sanas de mamíferos. Por otro lado, la interfe- 
rencia con la función de Ras, bien por la microinyección de anticuerpos 
anti-Ras, o bien por la expresión de un muíante Ras negativo dominante, 
bloqueaba la proliferación celular inducida por factores de crecimiento. Así, 
Ras no es solamente capaz de inducir el crecimiento anormal característico 
de las células cancerosas, sino que parece ser que se requiere en la respues- 
ta de las células normales a la estimulación por los factores de crecimiento. 

Las protemas Ras son proteínas de unión de núcleo tidos de guanina que 
funcionan de manera análoga a las subunidades ct de las proteínas G, alter- 
nando entre la forma activa unida al GTP y la forma inactiva unida al GDP 
(Fig. 15.35). Sin embargo, a diferencia de las subimidades a de las proteínas 
G, Ras actúa como un monómem en vez de unirse a las subunidades ¡Jy. La 
activación de Ras está mediada por factores de intercambio de nucleótidos 
de guanina, que inducen La liberación del GDP unido y su intercambio por 
el GTP El complejo Ras-GTP se inactiva por la hidrólisis del GTP, estimula- 
da por la interacción de Ras-GTP con proteínas avivadoras de la GTFasa. 
Es interesante destacar que las mutaciones de los genes ras en los cánceres 
humanos tienen como efecto La Inhibición de la hidrólisis del GTP por las 
proteínas Ras, Por tanto, estas proteínas Ras mulantes permanecen conti- 
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Proteínas cifoplasmátícas y nucleares 


Figura 1 5.34 Activación de las quinasas MAP ERK. La estimulación 
de los receptores de factores de crecimiento activa la pequeña proteína 
de unión a GTP Ras, que interacciona con la proteína qu inasa Raf. Raf 
fosforiia y activa a MEK, una proteína quinasa con doble especificidad, 
la cual activa a ERK fosfo rilándola tanto en residuos de treordm como 
de tirosina (Thr-183 y Tyr-185). Entonces, ERK fosforiia a diversidad 
de proteínas dtopl asmáticas y nucleares. 



Membrana 
plasmática \ 





Ras se convierte en la forma activa 
unida ai GTP mediante el ¡ntercamb,: 
del GTP por el GDP, el cual lo 
inducen los factores de intercambio 
de nudeótidos de guanina (GEF) 


Forma inactiva 



Figura 15.55 Regulación de las 
proteínas Ras. Las proteínas Ras 
alternan entre los estados inactivo, 
unidas ai GDP, y activo, unidas al GTP. 


Ras se inactiva mediante la hidrólisis del 
GIF, que es inducida por las proteínas 
activado ras de la GTPasa (GAP) 
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MEDICINA MOLECULAR 


Cáncer, transducción de señales y oncogenes ras 













Enfermedad 

H cáncer acaba con la vida de, 
aproximadamente, uno de cada cuatro 
americanos, contabilizándose 550.ÍX)G 
injertes al año en Estados Unidos. Hay 
”25 de 100 tipos de cáncer diferentes 
pero algunos son más comunes que 
otros. En este país, los cánceres letales 
más frecuentes son los de pulmón y 
:oion que suman el 40% de las muertes 
totales por cáncer. Otros contribuyentes 
¿ la mortalidad por cáncer incluyen al 
canter de mama, próstata y páncreas, 
responsables aproximadamente del 
73%, 6,0% y 43%, respectivamente, 
de las muertes por cáncer en Estados 
Unidos. 

La característica común de todos los 
canceres es Ja proliferación incontrolada 
de las células cancerosas, que acaban 
diseminándose por todo el organismo,, 
i”, adiendo los órganos y tejidos sanos, 
b que lleva a la muerte del paciente. 

La cirugía v la radioterapia son 
tratamientos eficaces para aquellos 
cánceres que están localizados, pero no 
¿.za rizan a aquellas células cancerosas 
que se han diseminado a zonas 
distantes en el organismo. Por tanto, 
m Tratamiento de estos cánceres requiere 
de la quimioterapia. Por desgracia, 
los agentes quimio terapéuticos 
disponibles en la actualidad no actúan 
«letíficamente sobre las células 
cancerosas. La mayoría de ellos dañan 
et ADNI o interfieren con la síntesis 
¿ei ADN, por lo que también acaban 
era aquellas células sanas que tengan 
eran capacidad de división, como son 
to células epiteliales de la superficie 
del tracto digestivo y las células 
*j?iTiatopoy éticas de la médula ósea. 

La Toxicidad de estos medicamentos 
surta su efectividad, y muchos cánceres 
- eliminan mediante aquellas dosis 
dé quimioterapia que el paciente pueda 
asieran Por tanto, aunque se ha 
zv¿nzadü mucho en el tratamiento 

cáncer, casi la mitad de los pacientes 
¿ k*s que se diagnostica un cáncer 
acaban muriendo de dicha enfermedad. 

Soases moleculares y celulares 

La identificación de ios genes virales 
convierten a las células normales en 
oriuias cancerosas, como el gen sk virus 
¿tí sarcoma de Rous, demostró por 
primera vez que los cánceres pueden ser 
causados por la acción de genes 
■fspvci fíeos (oncogenes), A partir del 
¿¿cubrimiento de que los oncogenes 
rales están relacionados con genes 


de las células sanas, se postuló la 
hipótesis de que los cánceres no 
inducidos por virus (que incluyen 
a la mayoría de los cánceres humanos) 
se deben a mutaciones en Jos genes 
de la célula sana, lo que da lugar a 
oncogenes de origen celular en vez 
de origen vírico. Estos oncogenes 
celulares se identificaron en los cánceres 
humanos en 1981. Seguidamente, se 
descubrió que los oncogenes humanos 
del cáncer de vesícula, pulmón y colon, 
estaban relacionados con los genes ras, 
previamente identificados en los virus 
causantes de sarcoma en ratas, 

Aunque ahora se conocen muchos 
genes diferentes que desempeñan un 
papel importante en el desarrollo del 
cáncer, las mutaciones en los genes ras 
siguen siendo una de las alteraciones 
genéticas más comunes en los tumores 
humanos. Los oncogenes ras mutados se 
encuentran, aproximadamente, en el 
25% de todos los cánceres humanos, 
incluyendo el 25% de cánceres de 
pulmón, el 50'% de cánceres de colon y 
más del 90% de los cánceres de páncreas. 
Más aun, la acción de los oncogenes ras 
relaciona claramente et desarrollo del 
cáncer en el hombre con las alteraciones 
en las vías de señalización que regulan 
la proliferación celular. Las mutaciones 
que convierten a tos genes ras en 
oncogenes causan la disminución de la 
hidrólisis del GTP por las proteínas fías. 
Por consiguiente, las proteínas 
ontogénicas Ras muladas permanecen 
en su forma activa, unida ai GTP, en vez 
de alternar entre la forma activa e 
inactiva en respuesta a las señales 
extracelulares. Por tanto, las proteínas 
ontogénicas Ras están estimulando 
continuamente la vía de las qu inasas 
ERK, lo que supone una proliferación 
celular continuada incluso en ausencia 
de aquello? factores de crecimiento 
necesarios para activar Ras y las demás 
señales intracelu lares. 

Prevención y tratamiento 

El descubrimiento de oncogenes 
mutados en los cánceres humanos, lleva 
consigo la posibilidad de diseñar drogas 
dirigidas específicamente contra las 
proteínas oncogénicas. En principio, estas 
drogas podrían actuar selectivamente 
contra las células cancerosas, resultando 
menos tóxicas sobre las células normales 
que los agentes quimio terapéuticos 
convencionales. Debido a queras se 
encuentra mutado con frecuencia 



Un pólipo de colon humano (un estadio tem- 
prano del cáncer de colon). Los oncogenes rus 
con tribuyen a! desarrollo de aproximadamen- 
te la mitad de todos Jos cánceres de colon. (E, 
E Ewing, }r„ Cernees for Ojease Control,) 


en los cánceres humanos, las proteínas 
Ras han suscitado mucho interés 
como dianas potencíales de 
medicamentos. 

Como se analiza en el Capítulo 18, 
los medicamentos eficaces que se 
dirigen selectivamente frente a las 
células cancerosas han sido 
desarrollados recientemente frente a 
algunos oncogenes de protóna-tirosina 
quinasas, incluyendo el receptor de 
EGF, qLie actúa por encima de Ras. Una 
diversidad de principios activos 
adicionales están siendo investigados 
como potenciales tratamientos para el 
cáncer, incluyendo principios activos 
dirigidos frente a protemas quinas as 
que actúan por debajo de Ras, como 
Raf. La identificación de oncogenes en 
tumores humanos, por tanto, ha abierto 
nuevas estrategias para el desarrollo 
racional de principios activos que 
actúan de forma eficaz y selectiv 
a frente a las células cancerosas 
humanas actuando sobre vías de 
señalización responsables del desarrollo 
del cáncer. 
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unamente en Ja forma activa unida al GTP, dando lugar a la proliferación 
incontrolada de las células cancerosas aun en ausencia de la estimulación 
por factores de crecimiento, 

Las proteínas Ras son proteínas tipo de una gran familia de, aproximada- 
mente, 50 proteínas relacionadas, denominadas proteínas pequeñas de 
unión a GIF, porque el tamaño de Ras y de las otras proteínas es la mitad 
que el de la subunidad ot de las proteínas G. Un miembro de esta familia 
es Rheb, que regula la señalización mediada por rnTOR (véase Fig, 15.33 c 
Otras subfamilias de las proteínas de bajo peso molecular de unión a GTF 
controlan una amplia gama de actividades celulares. Por ejemplo, la may or 
subfamilia de proteínas pequeñas de unión a GTP (las proteínas Rab) regu- 
lan el tráfico de vesículas, como se vio en el Capítulo 10. Otras proteínas pe- 
queñas de unión a GTP están involucradas en el transporte de proteínas a 
núcleo (la proteína Ran mencionada en el Cap . 9) y en la organización del ci- 
loesqueleto (la subfamilia Rho, como se verá más adelante en este capítulo 

El mecanismo de activación de Ras mejor comprendido es el mediado 
por los receptores proteína-tirosina quinasas (Fig. 15.36), La autofosforii. - 
eión de estos receptores hace que se asocíen con factores de intercambio de 
nucleófidos de guanina de Ras, a través de proteínas con dominios SH2, Un 
ejemplo bien caracterizado lo proporciona el factor de intercambio de nu- 
cleótidos de guanina Sos, que se une a 3a proteína Grb2 en el dtosol de las 
células no estimuladas, a través del dominio SH2 de esta última. La fosfori- 
lación de las tiros mas de los receptores (o de otras proteínas asociadas a los 
receptores) genera un sitio de unión para los dominios 5H2 de las proteína* 
Grb2 + La unión de Grb2 con el receptor activado, coloca a Sos en la mem- 
brana plasmática, donde interacciona con las proteínas Ras, que están uni- 
das a la cara interna de la membrana a través de lípidos unidos al C termi- 
nal de Ras (véase Fig. 13.11), Sos, entonces, induce el intercambio de 
nucleótidos de guanina, lo que genera el complejo activo Ras-GTP, En la for- 
ma activa unida a GTP, Ras interaccíona con varias proteínas electoras, en- 
tre las que se encuentra la p roteína-serina / treon ina quinasa Raf, Esta Ínter- 


Figura 1 5.36 Activación de Ras posterior {downstream) a los receptores 
prolema-tirosma quinasas. El complejo formado por Grh2 y el factor de 
intercambio de nucleótidos de guanina Sos, se une a una secuencia de fosfotirosinas 
en el receptor, a través del dominio SH2 de Grb2, Esta interacción lleva a Sos 
a la membrana plasmática, donde inducirá el intercambio de GDP/GTP en Ras 
Entonces, el complejo Ras-GTP activo se unirá a ¡a proteína quinasa Raf. 
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: ;dón con Ras hace que Raf pase de estar situado en el citosol a localizarse 
en la membrana plasmática e inicia la activación de Raí, en la que Raf se ac- 
ova mediante fosforilación. 

Como ya se indicó, la activación de Raf inicia una cascada de pro teína 
qu inasas que conduce a la activación de ERK. Entonces, ERK fosf orila a di- 
ersas proteínas diana incluyendo a otras proteína quinasas. Adición a Imen- 
ERK regula la vía mTORCl mediante la fosforilación de T5C1 ¡2 (véase 
r:g. 15.33). Es importante destacar que una fracción de ERK activado se 
ransloca al núcleo donde regula factores de transcripción mediante fosfori- 
lación (Fig. 15,37)* En cuanto a esto, es importante señalar que, una primera 
respuesta a la estimulación por factores de crecimiento es la inducción rápi- 
da de la transcripción de una familia de, aproximadamente, IDO genes de- 
'minados genes tempranos inmediatos. La inducción de determinados 
cenes tempranos inmediatos está mediada por una secuencia reguladora, 
renominada elemento de respuesta al suero ÍSRE), que es reconocida por 
,;r¡ complejo de factores de transcripción entre los que se incluye el factor 
:e respuesta al suero (SRF) y Elk-I. ERK fosforita y activa a Elk-1, lo que 
r : o perdona un enlace directo entre la familia ERK de quinasas MAR y la in- 
r acción de genes tempranos inmediatos. Muchos genes tempranos inme- 
diatos codifican factores de transcripción, por lo que su inducción en res- 
r aesta a factores de crecimiento altera la expresión de otra batería de genes 
r interiores denominados genes de respuesta secundaria. Como se detalla 
en el Capítulo 16, estas alteraciones de la expresión génica asocian directa- 
mente la señalización vía ERK con la estimulación de la proliferación celu- 
Lar inducida por factores de crecimiento* 

Tanto las levaduras como las células de mamífero tienen múltiples vías 
de quinasas MAP que controlan respuestas celulares distintas. Cada casca- 
da está constituida por tres proteína quinasas: una quinasa MAR terminal y 
dos quinasas anteriores (análogas a Raf y MEK) que regulan su actividad. 
En la levadura S. cerevisiae, son cinco las cascadas diferentes de quinasas 
1AP que regulan el apareamiento, la esporulación, la generación de fila- 
mentos, el remodelado de ta pared celular y la respuesta a una elevada os- 
r claridad. En las células de mamíferos se han identificado tres grupos 
principales de quinasas MAR Además de los miembros de la familia ERK, 
diferencian las quinasas MAP JNK y p 38 que se activan preferentemente 
~7i respuesta a las citoquinas inflamatorias y al estrés celular (p. ej>, la radia- 
: ón ultravioleta) (Fig. 15.38), Las cascadas de JNK y quinasa MAP p38 son 
activadas por acción de proteínas de bajo peso molecular de unión a GTP de 
subfamilia Rho (incluidas Rae, Rho y Cdc42) en lugar de por Ras. Mien- 
tas que la señalización por ERK conduce principalmente a la supervi veri- 
ja, diferenciación o proliferación celular, las vías de las quinasas MAP JNK 
y p38 llevan a la inflamación y a la muerte celular. Al igual que ERK, las 
MAP quinasas JNK y p38 pueden translocarse al núcleo y fosforilar factores 
_;e transcripción que regulan la expresión génica, Por tanto, en todos los ti- 
ros de células eucaríotas actúan múltiples vías de quinasas MAP que con- 
trolan las respuestas celulares a las diversas señales ambientales. 

La especificidad de la señalización de las MAP quinasas se mantiene, al 
ríenos en parte, gracias a la organización de los componentes de cada cas- 
cada de MAP quinasas en complejos que están asociados con proteínas 
, i tffohi (andamio, en inglés). Por ejemplo, la proteína scajfold KSR organiza 
a la ERK y sus factores activadores situados corriente arriba Raf y MEK en 
un complejo de señalización (Fíg, 15.39). Como resultado de la asociación 
específica de estas proteínas quinasa sobre KSR, la activación de Raf por 
rarte de Rae da lugar a la activación específica y eficaz de MEK, que a su vez 
activa a ERK, Tras la fosforilación de MEK, ERK se disocia de KSR y puede 
tras locarse al núcleo (véase Fig, 15,37). Diferentes proteínas scajfold están 
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Transcripción 


Figura 15.37 Inducción de los genes 
tempranos inmediatos por ERK. 

La ERK activada se transloca al núcleo, 
donde fosforita al factor de 
transcripción Elk-1 * Elk-1 se une 
al elemento de respuesta al suero (SRE) 
formando un complejo con el factor 
de respuesta al suero (SRF), 

La fosforilación estimula la actividad 
de Elk-1 como activador de la 
transcripción, induciendo a los genes 
tempranos inmediatos. 
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Figura 1 5.3S Vías de activación de 
tas quinasas MAP en las células 
de mamíferos. Además de ERK, 
las células de mamíferos poseen las 
quinasas MAP JNK y p38. 

La activación de JNK y de p38 está 
mediada por miembros de la subfamilia 
Rlio de proteínas de bajo peso 
molecular de unión a GTP (Rae, Rho 
y Cdc42), que estimula las cascadas 
de proteina quinasas paralelas a las 
responsables de la activación de ERK. 
Las cascadas de pro teína quinasas 
que conducen a la activación de jNK 
y p38 parece que son activadas 
preferentemente por las dtoq ulnas 
y el estrés celular, y conducen, 
en general, a la inflamación o 
a la muerte celular. 



■ La hormona da crecimiento 
funciona activando la vía JAK/STAT. 



implicadas no sólo en la organización de otros complejos de señalización de 
MAP quinasas, sino también en la asociación de otras moléculas señaliza- | 
doras con sus receptores y dianas. La asociación física de los componentes 
de la vía de señalización, como resultado de la interacción con las protema- 
SCüffoid, se cree que desempeña un papel importante en la determinación de 
la especificidad de las vías de señalización en ei interior celular. 

Vías JAK/STAT y TGF-p/Smad 

Las vías de la PI 3 quinasa y de las quinasas MAP son ejemplos de conexio- 
nes indirectas entre la superficie celular y el núcleo, en los que una cascada 
de quinasas proteicas, en última instancia, da lugar a la fosforilación de tac 
tores de tra nscri pe ion . L as vías J A K / STAT y TGF- p / Smad i l u st ran co n exk v- 
nes más directas entre receptores de factores de crecimiento y factores de 
transcripción, en tos que los factores de transcripción diana son fosf o rilados 
directamente mediante quinasas asociadas a receptores. 

Los elementos clave de esta vía JAK/STAT son las proteínas STAT 
(transductores de señal y activadores de transcripción) que se identificare r 
originalmente a] estudiar ía señalización de los receptores de citoquinas 
(Fíg. 15.40). Las proteínas STAT son una familia de factores de transcripción 
que contienen dominios SH2. Son inactivos en aquellas células que no ha- 
yan sido estimuladas, localizándose en el citoplasma. Al estimularse el re- 
ceptor de citoquinas, las proteínas STAT se agrupan y se unen, a través de I 
los dominios SH2, al dominio citoplasma tico de los polipéptidos receptores 
concretamente a las secuencias con fosfotirosinas. Tras su unión a los recep- 
tores activados, las proteínas STAT son fosforiladas por miembros de la fa- 
milia J AK de las proteína-tirosina quinasas no receptoras, que se unen a los 


Figura 15.39 Una proteína scaffatd para la quinasa áe la MAP quinasa JNK. 

La pro lema scaffold KSR se une a Ral, MEK y ERK, organizando estos componentes 
de I a vía MAP quinasa de ERK en un complejo de señalización. 
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-igura 15.40 Via JAK/STAT. Las proteínas STAT son factores de transcripción con 
dominios SH2, a través de ios cuales se unen a aquellas secuencias que contengan 
■ sfotirosina. En las células no estimuladas, las proteínas STAT se encuentran 
inactivas en el citúsoL La esfimularión de los receptores de ritoquinas provoca 
que a estos se unan las proteínas STAT, siendo entonces fosforila das por las 
proteína-ürosina qu inasas JAK, asociadas al receptor. Las proteínas STAT 
rosforiladas se dim erizan y se translocan al núcleo, donde activan la transcripción 
ie los genes diana. 


receptores de las dtoq ulnas, La fosforilación de las tiro sinas induce la dimt> 
rización de las proteínas STAT, las cuales se translocan al núcleo, donde ac- 
tivan la transcripción de sus genes diana. 

Estudios posteriores han demostrado que las proteínas STAT también 
son activadas más allá de los receptores pro teína- tirosí na quinasas, de tal 
manera que su fosforilación puede ser catalizada por los mismos receptores 
o por quinasas asociadas no receptoras. Por tanto, los factores de transcrip- 
ción STAT actúan como un vínculo directo entre las dtoquinas y los recep- 
tores de los factores de crecimiento en la superficie de la célula por un lado, 
v la regulación de la expresión génica en el núcleo por el otro. 

Los receptores de miembros de la familia de factores de crecimiento 
TGF-P son proteína-serma/ treonina quinasas, que fosforilan directamente 
tactores de transcripción de la familia Sitiad (Fig. 15.41). Los receptores es- 
tán compuestos por polípéptidos de tipo I y II, que se asocian después de la 
unión del ligando. El receptor de tipo II a continuación fosforita al receptor 
de tipo 1, que a su vez fosforila a una proteína Smad* Las Smad fosforiladas 
forman complejos y se translocan ai núcleo y regulan ía expresión génica. 
Debería tenerse en cuenta que existen al menos 30 miembros diferentes de 
ía familia TGF-fl en el hombre, que generan diferentes respuestas en sus cé- 
lulas diana. Esto se consigue mediante las interacciones combinatorias de 
siete receptores de tipo 1 diferentes y cinco receptores de tipo II, que gene- 
ran la activación de diferentes miembros de la familia Smad (un total de 
odió miembros). 

Señalización vía NF-kB 

La señalización vía NE-kB es otro ejemplo de una vía de señalización que 
tiene como diana directamente una familia específica de factores de trans- 
cripción. La familia NF-kB consiste en cinco factores de transcripción que 
juegan papeles clave en el sistema inmune y en la inflamación, además de 
en la regulación de la proliferación y supervivencia de múltiples tipos de cé- 
lulas animales. Miembros de esta familia de factores de transcripción se 
activan en respuesta a una diversidad de estímulos, incluidos dtoquinas, 
factores de crecimiento, bacterianas e infección viral y lesiones del ADN . 

Se conocen muy bien las rutas de señalización que producen la activa- 
ción de NF-kB a partir del receptor del factor de necrosis tumoral (una cito- 
quina que induce procesos de inflamación y muerte celular) y de los recep- 
tores tipo ToM, los cuales reconocen diversas moléculas asociadas a 
bacterias y virus patógenos. En células sin estimular las proteínas NF-kB se 
encuentran unidas a proteínas inhibitorias IkB que mantienen a las NF-kB 


Figura 1 5-41 Señalización desde receptores de TGF-p, Los receptores de TGF-p 
son dañeros de polipéptidos de tipo 1 y H. El receptor de tipo II fosforila y activa al 
tipo L que a su vez fosforila a una proteína Smad. Las Smad fosforiladas forman 
complejos y se translocan al núcleo para la transcripción de los genes diana- 
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Figura 1 5.42 Seña i ilación de NF-kB desde el receptor de TNF. En su estado 
inactivo, homo y heterodí meros de NT-kB pueden encontrarse unidos a IkB 
en el citoplasma. La activación del receptor de TNF (formado por tres cadenas 
polipeptídicas) induce el reclutamiento de proteínas adoptadoras que activan la IkB 
quinasa. Esta fosforilación marca a IkR para su ubiqu ilinación y degradación 
por el pro tea soma, permitiendo que NF-kR se transloque al núcleo y active 
la transcripción de sus genes diana. 


en estado inactivo en el cítosol (Fig. 15.42). La activación de los receptores 
del T NF y los receptores tipo Toll inducen el reclutamiento de proteínas 
adoptadoras que activan la 1 kB quinasa, que a su vez fosforita a IkB. Esta 
fosforilación dirige a IkB hacia su ubiquittnadón y degradación por el pro- 
teasoma, liberando a NF-kB para trartslocarse al núcleo e inducir la expre- 
sión de sus genes diana. 

Vías Hedgehog, Wnt y Notch 

Las vías Hedgehog y Wnt son sistemas de señalización estrechamente co- 
nectadas, que juegan papeles clave en la determinación del destino celular 
durante el desarrollo embrionario. Ambas vías Hedgehog y Wnt fuero: 
descritas en primer lugar en Drosophila, pero se ha visto que miembros dt 
ambas familias controlan una amplia gama de eventos durante el desarrollo 
tanto de embriones vertebrados como invertebrados. Ejemplos de procesos 
regulados por estas vías de señalización incluyen la determinación de tipos 
celulares y el establecimiento de patrones durante el desarrollo de miem- 
bros, el sistema nervioso, el esqueleto, pulmones, pelo, dientes y gónadas 
Por otra parte, las vías Hedgehog y Wnt juegan unos papeles clave en la re- 
gulación de la proliferación de las células progenitores en los tejidos adul- 
tos (véase Cap. 17). 

Los genes hedgehog (uno en Drosophila y tres en mamíferos) codifican pro 
teínas secretadas que son modificadas mediante la adición de lípidos qut 
desempeñan una destacada función en la regulación del tráfico y distribu- 
ción de Hedgehog. El receptor de Hedgehog es una pro teína transmembra- 
na (Fatched) que inhibe a otra proteína transmembrana (Smoothened) me- 
diante un mecanismo desconocido (Fig. 15,43). La unión de Hedgehog 
inhibe a Patched, lo que induce la activación de Smoothened, Ja cual pone 
en marcha una vía de señalización que conduce a la activación de un factor 
de transcripción denominado Ci en Drosophila o Gli en mamíferos. Cuando 
Smoothened no está activada, una serie de proteína quínasas, como proteí- 
na quinasa A, caseína quinasa- 1 y GSK-3, fosforilan a las proteínas Ci/Gli 
que pueden degradarse o dar lugar a fragmentos que actuarán como re- 
presores, La vía de señalización de Smoothened inhibe la fosforilación y 
ulterior degradación/ esdsión de las proteínas Ci/GIi, que actúan como ac- 
tivadores de la transcripción. No obstante, no se conocen bien los aconteci- 
mientos moleculares que suceden corriente abajo de Smoothened y es posi- 
ble que difieran en Drosophila y mamíferos, por lo que aún queda mucho 
por aprender acerca de esta importante vía de señalización. 

Las proteínas W r nt son una familia de factores de crecimiento secretados 
que se unen a un complejo de receptores de las familias Frizzled y LRF 
(Fig. 15.44). Las señales de Frizzied y LRF producen la estabilización de la 
[3-catenina , la cual actúa como activador transcripción al en la vía Wnt. En 
ausencia de señales en esta vía, un complejo formado por la caseína quina- 
sa-1 y G5K-3 con las proteínas axina y APC fosforilan a la (3-catenina, De 
manera similar a la fosforilación de las proteínas Ci/Gli, la fosforilación de 
la ¡3-catenína estimula su ubíquitinación y degradación. La unión de Wnt 
induce la fosforilación de Dishe velled (una proteína citoplasma tica que 
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(A) Ausencia de Hedgehog 


(B> Presencia de Hedgehog 



Hedgehog 

Patched / Smoothened 




Ubiqultl nación 


Núcleo 


Represión de 
la transcripción 



u Activación de 
la transcripción 


interacdona con Frizzled), lo que induce, a su vez. Ja fosforilación de LRP, 
Se crean, así, sitios de unión para axina, que se asocia al receptor y se diso- 
cia del complejo formado por la axina, ia caseína q u inasa -1 y G5K-3 con la 
P-catenina. La disociación de este complejo impide la degradación de la p-ea- 
tenina, lo que da lugar a un aumento de sus concentraciones. Como se co- 
mentó en el Capitulo 14, la fCcatenina es una proteína transmembrana que 
une las c adhe riñas con la adtina en las uniones adherentes (véase Fig, 14*23)* 
Cabe destacar que ia unión de las cad herinas con la ac tina tan solo constitu- 
ye una de las funciones de la p-catenina. En la vía de señalización de Wnt, la 
p-catenina regula directamente la expresión génica a través de la formación 
de un complejo con la familia Tcf de factores de transcripción. En ausencia 
de p-catenina, estos factores ejercen una acción represora, mientras que al 
asociarse con esta molécula actúan como activadores que inducen ía expre- 
sión de genes diana que codifican otras moléculas de señalización celular y 
diversos factores de transcripción que controlan el destino de la célula. 

La vía Notch es otra vía de señalización altamente conservada que con- 
trola el destino celular durante el desarrollo animal. La señalización vía 
Notch es un ejemplo de interacciones directas célula-célula durante el de- 
sarrollo. Notch es una proteína grande con un solo dominio transmembra- 
na que actúa como un receptor de señalización por proteínas transmem- 
brana (por ejemplo. Delta} presentes en la superficie de células adyacentes 
(Fig, 15.45)* La estimulación de Notch inicia una nueva vía directa de aeti- 



Figura 15*43 Señalización 
de Hedgehog. En ausencia de su 
N gando, el receptor de Hedgehog 
í Patched) inhibe a Smoothened y los 
factores de transcripción Cí/GH son 
fosforíiados por la proteína quinasa A 
(PKA), la caseína quinasa-1 (CK1) 
y la quinasa-3 de la glicógeno sin tasa 
(GSK-3). Las proteínas Ci/Gli 
fosforiladas se ubiquitinan para ser 
degradadas o escindidas 
en fragmentos de actividad represora. 
La unión del polipéptido Hedgehog 
inhibe a Patched; lo que induce 
ía activación de Smoothened, Este 
acontecimiento inhibe la fosforilación 
y la degradación de las proteínas 
Ci/Gli, que se translocan al núcleo 
y actúan como activadores 
transcripcíonales de sus genes diana. 
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Figura 1 5.44 La vía de Wnt. 

En ausencia de Wnt, la caseína 
quijiasa-l (CK1) y GSK-3, asociadas a 
axina y A PC, fosforiian a la Ji-ca teñiría, 
que se ubíquitina y degrada, 

Los polipéptidos de Wnt se unen 
a tos receptores de Frizzled y LRP 
e inducen ta fosforilación 
de Dishevetled y LEE De este modo 
se crean sitios de unión de la axina, 
que se disocia del complejo 
axina /APC/CK1/GSK3 y se estabiliza 
a la p*catenina. Esta molécula 
se transloca al núcleo para formar 
un complejo con los factores 
de transcripción Tcf, que pasarán de 
una actividad represora a otra 
activa dora de los genes diana. 
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va don transcripdonaL En particular, la unión del ligando desencadena U 
escisión proteoiítica de Notch, y el dominio intraceMar de Notch es enton- 
ces translacado al núcleo. El dominio intracelular de Notch interaetiona a 
continuación con un factor de transcripción (denominado CSL en mamífe- 
ros) y le convierte de ser un represor en un activador de sus genes diana, Al i 
igual que en la vía de señalización Wnt, los genes diana de Notch incluyen 
genes que codifican otras proteínas reguladoras de la transcripción, que ac- 
túan para determinar el destino celular. 

Transducción de señales y citoesqueleto 

Las secciones precedentes se han centrado en las vías de señalización que 
regulan variaciones en el metabolismo o en la expresión génica, en respues- 
ta a las hormonas y a los factores de crecimiento. Sin embargo, las fundones 
de la mayoría de las células también están influidas directamente por la ad- 
hesión celular y por la organización del citoesqueleto. Así, los receptores 


Figura 1 5.45 Señalización por Notch, Notch actúa como un receptor para la 
señalización directa célula -célula medíante proteínas transmembrana [por ejemplo. 
Delta) en la superficie de células vecinas. La unión de Delta desencadena la escisión 
proteoiítica de Notch mediante ta y-secretasa, Esto libera el dominio intracelular de 
Notch, que se transí oca al núcleo e interacción a con el factor de transcripción CSL 
para inducir la expresión génica. 
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lesponsables de la adhesión celular inician vías de señalización intracelular 
fcue regulan otros aspectos del comportamiento celular, incluyendo a k ex- 
presión génica. Asimismo, los factores de crecimiento inducen con frecuen- 
ta alteraciones en el citoesqueleto, que causan el movimiento de la célula o 
; ¿rubios en su forma. De esta manera, los componentes del citoesqueleto ac- 
luán igualmente como receptores y como dianas en las vías de señalización 
ce Aliar, integrando la variación en la forma y el movimiento celular con 
floras respuestas celulares, 

-itegrinas y transducción de señales 

Como ya se trató en los Capítulos 12 y 14, las integrinas son los principales 
inceptores responsables del anclaje de las células a la matriz extracelular. En 
éús tipos de uniones célula-matriz (adhesiones focales y hemidesmoso- 
masi, las integrinas también Ínter accionan con componentes del citoesque- 
k to, promoviendo un vínculo estable entre la matriz extracelular y las célu- 
b> adheridas (véase Fig, 14. 2Ü). Además de este pape! estructural, las 
fctegrinas sirven como receptores que activan vías de señalización intrace- 
blan por lo que controlan la expresión génica y otros aspectos del compor- 
tamiento celular en respuesta a la adhesión celular. 

Al igual que los miembros de la super familia de los receptores de cito- 
furnas, las integrinas tienen segmentos citoplasmátieos cortos que carecen 
actividad enzimática alguna. Sin embargo, la fosforilación de las protcí- 
sa-íi resinas es una respuesta inmediata a la interacción de las integrinas 
:;n los componentes de la matriz extracelular, lo que sugiere que las inte- 
gnnas están asociadas a proteína-tírosina quinasas no receptoras. Una vía 
de señalización a partir de integrinas implica a la activación de una proteí- 
na-tirosma quinasa no receptora denominada FAK (f ocaí adhesión k imse) 
•Fig. 15,46). Tal y como implica su nombre, FAK se localiza en las adhesio- 
nes focales y se fosforita rápidamente tras la unión de la integrina a co ñape- 
antes de la matriz extracelular, como la fibronectina, Al igual que otras 
r- teína-tiros ina quinasas, la activación de FAK implica la autofosforilación 
inducida por la agrupación de integrinas adheridas a la matriz extracelular, 
■demás de por sus interacciones con el citoesqueleto de actina. La autofos- 
(brilación de FAK crea puntos de interacción para otras moléculas señaliza- 
c. ras que contengan dominios SH2, incluyendo miembros de la familia Src 
ce proteína-tírosina quinasas no receptoras que fosforilan puntos adiciona- 
os de FAK. Como se ha visto previamente en el caso de los receptores de 
factores de crecimiento, la fosforilación en tirosinas de FAK crea sitios de 
•suon para dominios SH2 de otras moléculas señalizadoras, incluyendo la 
fafolípasa C-y, PI 3-quínasa y el complejo Grb2-5os, El reclutamiento del 
tactor de intercambio de nucleótidos de guanina Sos desencadena la activa- 
ción de Ras, que a su vez acopla a las integrinas a la activación de la vía 
ERK. Así, la activación de las proteína-tírosina quinasas FAK y Src por par- 
fe de las integrinas asocia la adhesión celular a las mismas vías de señaliza- 
con que regulan la expresión génica, la proliferación celular y la supervi- 
t encía de la célula, que se activan en respuesta a los factores de crecimiento, 
Adidonaimente, las integrinas pueden interaccionar y estimular las activó 
i ¿¿des de receptores pro teína -ti rosina quinasa, como el receptor de EGF, 
¿-indo lugar a la activación paralela de vías de señalización estimuladas por 
fectores de crecimiento y por la adhesión celular, 

Regulación del citoesqueleto de actina 

La señalización desde las integrinas además de a partir de los receptores de 
lectores de crecimiento también juega un papel central en el control del mo- 
limiento celular regulando el comportamiento dinámico del citoesqueleto 
de actina. Las respuestas celulares a los factores de crecimiento además de a 
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Figura f 5-46 Señalización 

por integrinas. La unión de integrinas 

a la matriz extrace] u lar da lugar 

al agolpamiento de integrinas 

y la activación de FAK 

por au tofos toril ación* A continuación, 

Src se une al dominio 

de autofosforil ación de FAK y fosf orila 

a FAK en residuos de tirosína 

adicionales. Las fosfotirosinas de FAK 

actúan como sitios de unión para una 

variedad de moléculas señalizadoras, 

incluyendo al complejo Grb2-5os, 

que da lugar a la activación de Ras, 

PI 3-qu inasa y la fosfolipasa Oy 



Membrana plasmática 


los receptores de adhesión a menudo incluyen cambios en la motilidad ce- 
lular, que juegan papeles críticos en procesos como la cicatrización y el de- 
sarrollo embrionario. Como se analizó en el Capítulo 12, estos aspectos del 
comportamiento celular están gobernados principalmente por el ensambla- 
je y desensamblaje dinámico de los filamentos de actína que subyacen a la 
membrana plasmática. La remodelación del citoesqueleto de actina repre- 
senta, por tanto, un elemento clave, de la respuesta de muchas células a los 
estímulos extra celulares. 

Miembros de la subfamilia Rho de las proteínas de unión a GTP de bajo 
peso molecular (incluidas Rho, Rae y Cdc42) juegan papeles centrales en la 
regulación de la organización de la motilidad celular y la adhesión celular. 
El papel de los miembros de la familia Rho en la remodelación citoesquelé- 
tica fue demostrado por primera vez mediante experimentos que mostra- 
ban que la microinyección en fibroblastos de proteínas Rho inducía altera- 
ciones cit oesqueléticas, incluyendo ia producción de protrusiones de la 
superficie celular (filopodios y lamelipodios), y la formación de adhesiones 
focales y fibras de estrés (Fig. 15.47). La microinyección de células con ma- 
tantes específicos de diferentes miembros de la familia Rho ha demostrado 
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igue Cdc42 induce la formación de íiiopodios, Rae media la formación de la- 
^Aipodios, y Rho es responsable de la formación de fibras de estrés. Estu- 
■i. < posteriores han demostrado que las actividades de los miembros de la 
‘imilla Rho no están restringidos a los fibroblastos: También juegan papeles 
anulares en la regulación del citoesqueleto de actina en todos los tipos de 
células eucariotas. 

Los miembros de la familia Rho son activados medíante la señalización 
¿t las integrinas además de por los receptores de factores de crecimiento. 
Distintas proteínas diana pueden funcionar para mediar los cambios citoes- 
qu el éticos inducidos por Rho, Rae y Cdc42, Todas las proteínas de la familia 
¿ha estimulan la polimerización de la actina (Fíg. 15.48). Tanto Rae como 
Ldc42 estimulan a proteínas pertenecientes a la familia WASP, que activan 
al complejo Arp2/3 y ponen en marcha el proceso de ramif icación de los fr- 
omentos de actina para formar fílopodios y lamelipodios. Por el contrario, 
Rho actúa activando a jas forminas, que estimulan la nudeadón y la pro- 
longación de filamentos no ramificados de actina para crear fibras de estrés. 
" ira diana de Rho en la inducción de la formación de estas fibras es una 
protema quinasa de seriiWtreonina conocida como ROCK (Fig, 15.49) y 
ruya activación incrementa la fosforilación de la cadena ligera de la mi usina 
II a través de dos mecanismos: ROCK no se limita a fosforilar esta cadena li- 
gera, sino que también fosfi orila e inhibe a la fosfatasa de la cadena ligera de 


20 pm 

Figura 15.47 Regulación 

del remodelado de la actina 

por las proteínas de la familia Rho. 

Diferentes miembros de la familia Rho 
regulan la polimerización de la actina 
dando lugar a fílopodios (Cdc42), 
lamehpodios (Rae) y adhesiones 
focales y fibras de estrés ÍRho). Las 
mi orografías de fluorescencia muestran 
la distribución de la actina tras la 
microinyecrión en fibroblastos de 
Cdc42, Rae y Rho. (A partir de C. D. 
Nobes y A. Hall, 1995. Cell 81:534 


Figura 1S.4B Estimulación 
de la polimerización por parte de 
las proteínas de (a familia Rho. 

(A) Rae y Cdc42 estimulan a proteínas 
déla familia WASP que activan 
a Arp2/3 y ponen en marcha 
la formación de filamentos ramificados 
de actina, (B) Rho activa a las forminas, 
las cuales favorecen la formación 
de filamentos no ramificados de actina 
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Figura 15.49 Regulación de fosforilación de Ka cadena ligera de míosma 

por Rho, Rho activa la proteína ROCKquinasa, que fas fo rila la cadena reguladora 
ligera de la miosina II, e inhibe a la fosfatase de la cadena ligera de míosina. 

El incremento resultante de fosforilación de la cadena ligera, activa a la miosina II, 
dando lugar ai ensamblaje de filamentos de ac tina -mi osi na y a la formación 
de fibras de estrés. 


la miosina. El aumento de la fosforilación de la cadena ligera activa a la 
miosina y favorece el ensamblaje de filamentos de actma-miosina, lo que 
dará lugar a la formación de fibras de estrés y adhesiones focales. 

Redes de señalización 

Hasta el momento se ha analizado la señalización en términos de vías rectr 
líneas que transmiten la información desde el ambiente hacia dianas intra- 
cel ula res. Sin embargo, la señalización en el interior de la célula es mu che 
más complicada. En primer lugar, las actividades de las vías individuales 
están reguladas mediante lazos de retr oalimentación que controlan la ex- 
tensión y duración de la actividad señalizadora. Además, las vías de señali- 
zación no operan aisladamente; en su lugar, existen frecuentes relaciones 
cruzadas entre diferentes vías, de modo que la txansducción de la señal in- 
t race lula r en último termino debe entenderse como una red integrada de 
vías conectadas. La modelización informática de estas redes de señalización 
es, actualmente, un gran reto de la biología celular, que será necesario par = 
comprender la respuesta dinámica de las células a su ambiente, 

Retroalimentación y relaciones cruzadas 

La actividad de las vías de señalización está controlada mediante lazos di 
re troa limen tac ion, que son similares a la regulación re t roa 1 intentaría prin- 
cipal de las vías meta bélicas (véase Fig. 8.37). Un buen ejemplo de una re- 
treta limen ta c ion negativa la proporciona la vía NF-kB (Fig. 15,50). NF-kB es 
activado por señales que desencadenan la proteo] i sis del inhibidor IkB, per- 
mitiendo que MF-kB se transloque al núcleo e induzca la expresión de sus 
genes diana. Uno de los genes diana inducidos por NE-xB codifica IkB, dí 
forma que la señalización vía NF-kB da lugar a la síntesis de nuevas molé- 
culas de IkB, lo que inhibe una actividad continuada de NF-kB. Esta regula- 
ción es crítica porque la extensión y duración de la actividad NF-kB puede 
determinar la respuesta transcripcional de la célula. Por ejemplo, algunos 
genes diana son inducidos por la actividad transitoria de NF-kB, persistien- 
do tan solo 30-60 minutos, mientras que la inducción do otros genes requie- 
re de varias horas de señalización mantenida por parte de NF-kB, 

La señalización por parte de la MAP quinasa ERK proporciona otro ejem- 
plo de la importancia de la duración de la señalización. En un modelo bier 
estudiado de la diferenciación celular en respuesta al factor de crecimient 
(NCF), la señalización vía ERK puede dar lugar a la proliferación celular o , 
la diferenciación neurona l dependiendo de la duración de la actividad dé 
ERK. En particular, la activación transitoria de ERK (durante 30-60 minutos 
estimula la proliferación celular, pero ía activación mantenida de ERK du- 
rante 2-3 horas induce la diferenciación de las células tratadas con NGF en 
neuronas. A pesar de que el mecanismo por el que estas diferencias en la d „ 
ración de la actividad de ERK dan lugar a consecuencias biológicas tan difeH 
rentes sigue sin conocerse, resulta evidente que las consideraciones cuantita- 
tivas de la actividad señalizadora son críticas para la respuesta celular. 

Las relaciones cruzadas se refieren a la interacción de una vía de señali- 
zación con otra. Diversos ejemplos han sido citados ya en este capítulo, in- 
cluyendo las intersecciones entre la señalización del Ca 2 ^ y AMPc, entre : 
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1 gura 1 5.50 Inhibición mediante retroalimentación de NF-kB. NF-kB 
s activado como resultado de la fosforilación y degradación de IkB, permitiendo 
: ve NF-kB se transloque al núcleo y active la transcripción de genes diana. 

Uno de los genes activados por NF-kB codifica para IkB, generando un lazo 
retroalimentación que inhibe la actividad de NF-kB. 


lía del AMPc y la vía ERK, y entre la señalización de las integrinas y las 
: '.►teína quinases de tirosinas de receptores. Un ejemplo interesante en el 
que la regulación de la duración de la señalización está combinada con rela- 
zónos cruzadas, proviene de estudios de los receptores acoplados a proteí- 
nas G. Estos receptores están asociados a la señalización vía MAR qu inasas 
asediante las |3-arrestina5, que fueron identificadas en primer lugar como 
proteínas reguladoras que apagan la señalización procedente de los recep- 
tares acoplados a proteínas G hacia las proteínas G (Fig. 15.51). La actividad 
■analizadora de estos receptores es apagada como resultado de la fosforila- 
ción por parte de una familia de proteínas denominadas GRK (qu masas de 
fc receptores acoplados a proteínas G; G protein-coupled receptor Btwses), se- 
rvido de la asociación de fj-arrestina con el receptor fosforilado. Sin embar- 
j las (3-arrestiiias no sólo apagan la señalización hacia las proteínas G: tam- 
ben actúan como moléculas señalizadoras en sí que estimulan vías 
adicionales, incluyendo proteína- tirosina quinasas no asociadas a recepto- 
ra ípor ejemplo, miembros de la familia Src) y vías de las MAP quinasas* 
Er particular, la (3-arrestina-2 actúa como una proteína de soporte para la 
señalización Raf-MEK-ERK, asociando directamente esta vía de M AR qui- 
con los receptores acoplados a proteínas G, 

-'-des de transducción de ia señal celular 

Las extensas relaciones cruzadas entre vías de iransducdón de la señal in- 
4 v iduales significa que múltiples vías interaccionan entre sí para formar 
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fcjra 15.51 Relaciones cruzadas entre receptores acoplados a proteínas G 
a señalización de ÉRK mediante la [3-arrestina. La unión del ligando estimula 
m± ^ receptores acoplados a proteínas G, dando lugar a la activación de las proteínas 
Etriméricas. La actividad de los receptores es apagada como consecuencia de su 
fa* - 'rilacíón por GRK y de la asociación de ji-arrestina con el receptor fosforilado, 

1 ¿ 3-arrestina también achia como una proteína de soporte para Raf, MEK y ERK r 
as ando a los receptores acoplados a proteínas G con la vía de señalización FRK. 
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Figura 1 5.52 Elementos de las redes de señalización. En los lazos de 
re t roaiim e n tación r un elemento corriente abajo de una vía inhibe (retroalimeuJtada< 
negativa) o estimula (re tro alimentación positiva) un elemento que se encuentra 
corriente arriba. En la & feedforward rehys, un elemento corriente arriba de una vía 
estimula tanto a su diana inmediata como a otro elemento que se encuentra toda; „ 
más corriente abajo. Las relaciones cruzadas ocurren cuando un elemento 
de una vía estimula o inhibe un elemento de una segunda vía. 


redes de señalización en el interior celular. Algunas de las formas en que 
las vías pueden conectarse en una red están ilustradas en la Figura 15 FL 
Las intersecciones entre las diferentes vías pueden ser positivas (en las c 
una vía estimula a la otra) o negativas (donde una v ía inhibe a la otra). Ai 
más de los lazos de retroalímentación negativa, las redes de señaliza, 
pueden contener lazos de re tro alimentación positivos y feedforward reh 
o transmisión de alimentación delantera en los que la actividad de 
componente de una vía estimula un componente distante corriera 
abajo. 

Una comprensión completa de la señalización celular requerirá 
desarrollo de modelos de redes que predigan el comportamiento d 
mico de las vías de señalización interconectadas, que finalmente 
tan en una respuesta biológica. En esta visión de la señalización ce 
lar como un sistema integrado, los modelos matemáticos \ 
simulaciones informáticas, serán claramente necesarias para pcx 
gestionar la complejidad del problema. Por ejemplo, muchas de 
vías de señalización implican receptores que estimulan cascadas 
proteínas qu inasas que finalmente afectan a la expresión génica 
lando los factores de transcripción. El genoma humano codifica a 
ximadamente unos 1.500 receptores diferentes, casi 700 proteína . 
nasas y fosfa tasas, y casi 2.000 factores de transcripción, de modo 
el potencial de las relaciones cruzadas entre vías formadas por la o 
b inación de estos elementos es enorme. Hace poco tiempo se ha pn» 
puesto un modelo de una red de regulación génica responsable 
desarrollo de un linaje de células embrionarias en erizos marinos . 
supone una representación gráfica de la complejidad de este proa 
(Fig. 15.53), A pesar de ser una tarea ardua, la comprensión de la se 
lización celular en términos cuantitativos empleando enfoques r 
temáticos e informáticos que visualicen la célula como un sistema fc 
lógico integrado, es un problema de importancia crítica en 
investigación puntera de la biología celular 


Figura 15,53 Una red de regulación génica. La red engloba todos los 
reguladores necesarios para él desarrollo de las células embrionarias que 
darán tugar a células esqueléticas del erizo marino, {Tomado de P, Oliveri v 
cd!s v 2008. Prec. Nati Acad, Set. U5A 105:5955.) 
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MOLÉCULAS SEÑALIZADORAS Y SUS RECEPTORES 

Tipos de señalización célula-célula: La mayoría de las moléculas señali- 
zadoras son secretadas por una célula y se unen a los receptores que se 
e- presan en una célula diana. En general, los tipos de señalización célula- 
célula son tres (señalización endocrina, paracrina y autocrina) en función 
lie la distancia que tienen que recorrer las señales. 

Hormonas esteroideas y la snmrfanúlia de Jos receptores de esferoides: 
Us hormonas esteroideas, la hormona tiroidea, la vitamina D , y el ácido 
fe nn oico son moléculas hidrofóbicas pequeñas que difunden a través de 
i membrana plasmática de sus células diana y se unen a receptores ii> 
Iracelulares. Los miembros de la superfamiiia de los receptores de este- 
ra ¡des funcionan como factores de transcripción, regulando directamente 
expresión génica en respuesta a la unión del ligando. 

Óxido nítrico y ni orí óxido de carbono: Los gases sencillos óxido nítrico y 
monóxido de carbono son moléculas importantes de la señalización pa- 
serina en el sistema nervioso y en otros tipos celulares. 

V eurotransmisores: Los neurotransmi sores son pequeñas moléculas hi- 
drofílicas que transportan las señales en las si na psis entre las neuronas o 
entre la neurona y otras células diana. Muchos neurotransm ¡sores se 
unen a canales iónicos regulados por ligando. 

Hormonas peptídicas y factores de crecimiento: El tipo de moléculas se- 
ñalizadoras más amplio y variado en los animales tienen carácter peptí- 
ico y oscilan entre unos pocos hasta más de den aminoácidos. Este gru- 
po de moléculas incluye a las hormonas peptídicas, a los neuropéptidos y 
3 ios factores de crecimiento. 


Eicosanoides: Los eicosanoides son un tipo de lipirias que interv ienen en 
la señalización paracrina y autocrina. 

Hormonas vegetales: Unas moléculas pequeñas, conocidas como hormo- 
nas vegetales, regulan el crecimiento y el desarrollo de la planta, 

FUNCIONES DE LOS RECEPTORES DE LA SUPERFICIE CELULAR 

Receptores asociados a proteínas G: La mayor familia de receptores de la 
superficie celular, que incluye a los receptores de muchas hormonas y 
neurotransmi sores, transmite las señales a las dianas intr a celulares a tra- 
vés de la acción de proteínas G. 

Receptores proteína-tirosina quinasas: Los receptores para la mayoría 
de los factores de crecimiento son pro teína -ti msina quinasas. 


PALABRAS CLAVE 


señalización endocrina, 
hormona, señalización 
paracrina, señalización 
autocrina 


hormona esteroidea, 
testaste ron a, estro ge no, 
progeste ron a, corticosteroide, 
glucocorticoide, 
mineralocorticoíde, eedísona, 
brasinosteroide, hormona 
tiroidea, vitamina P 3 , ácido 
retinoico, retinoide, 
superfamiiia de los receptares 
de esferoides 


neu retransmisor 


hormona peptidrca, 
neuropéptido, encefaiina, 
endorfina, neurohormona, 
factor de crecimiento, factor 
de crecimiento nervioso (NGF), 
neurotrofina, factor 
de crecimiento epidérmico 
(EGF), factor de crecimiento 
derivado de las plaquetas 
(PDGF), citoquina, factor 
de crecimiento unido 
a ta membrana 

eicosanoide, prostaglandina, 
prostaciciina, tromboxano, 
¡eucotrieno 

hormona vegetal, auxina, 
giberelina, citoquinina, ácido 
abscísico, etileno 

proteína G, receptor asociado 
a proteína G, proteína G 
heterotrim erica 


receptor proteína-tirosina 
quinase, autofosforilacíón, 
dominio 5H2, dominio PTB 
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superfamiíia de los receptores 
de ritoquinas, protema -tiro si na 
quinasa no receptora, quinasa 
Ja ñus (JAK) 

proteína-tirosina fosfatase, 
factor de crecimiento 
transformante p (TGF-p), 
proteína-serina/treonina 
quinasa, guanilato cidasa 

transducción intracelular 
de señales, AMR cíclico (AMPc), 
segundo mensajero, ade ni lato 
cidasa, fosfodíesterasa de 
AMPc, proteína quinasa 
dependiente de AMPc (proteína 
quinasa A) f elemento de 
respuesta a AMPc (CRE), CREE 

GMP cíclico (GMPc) 
rodopsina, transducina, 
fosfodíesterasa de GMPc 

fosfatídilinositol 4,5 bifosfato 
(PIP 2 ), fosfolrpasa C, 
diacilgliceroí, inositol 1,4,5 
trifosfato (IP 3 ), proteína 
quinasa C, calmodulina, CaM 
quinasa, receptor de ríanodina 


fosfatidilinositido (PJ) 5 
quinasa, fosfatidüinositol 
3A5-trifosfato <PIP 3 ), Akt, 
mTOR 


quinasa MAP, ERK, Ras, Ral, 
MEK, factor de intercambio de 
nucleótidos de guanina, 
proteína activadora de la 
GTPasa, gen temprano 
inmediato, elemento 
de respuesta al suero (SRE), 


RESUMEN 


Receptores de citoquinas y proteína-tirosina quinaseis no receptoras: Lof 
receptores para muchas citoquinas actúan en asociación con pro teína- h- 
rosina qu inasas no receptoras. 


Receptores asociados a otras actividades en zima tic as: Otro tipo de re- 
ceptores de la superficie celular incluyen a las proteína-tirosina fosfata* 
sas, a las proteína-serina/treonina quinasas y a las guanilato eiclasas* 


VÍAS DE TRANSDUCCIÓN INTRACELULAR DE SEÑALES 

Vía del AMPc : segundos mensajeros y la fosforilación de proteínas: El 
AMP cíclico es un segundo mensajero importante en la respuesta de las 
células animales a diversidad de hormonas y a moléculas olorosas, 
mayoría de las acciones del AMPc están mediadas por la proteína quina- 
sa A, que fosforila tanto a enzimas metabólicas como al factor de trans- 
cripción CRE EL 


GMP cíclico: El GMP cíclico también es un segundo mensajero importan- 
te en las células animales. Su papel mejor caracterizado es en la recepción 
visual en el ojo de vertebrados. 

Fosfolípidos y CíT + : Los fosfolípidos y el Ca 2+ son segundos mensajeros 
comunes, que se activan con posterioridad (dúwnstfeam) a los receptores 
asociados a proteínas G y a las pro teína quinasas. La hidrólisis del fosfa- 
tidil inositol 4,5 bifosfato (PIP 2 ) da lugar al diacÜglicerol y al inositol 
1,4,5, trifosfato (EPj que, respectivamente, activan a la proteína quinasa C 
y movilizan el Ca _ de los reservónos intracelulares. Los niveles elevados 
de Cñ l ~ intracelular activan varías proteínas diana, incluyendo a las pro- 
teína quinasas dependientes de Ca"V calmudulína. En las células excita- 
bles eléctricamente del músculo y del sistema nervioso, el nivel del Ca ” 
citosólico aumenta al abrirse los canales de Ca 2+ regulados por voltaje en 
la membrana plasmática y los receptores de ri anodina en el retículo sar* 
coplas mico y end oplásmico. 

Vías P/d quinasa! Akt y mTOR: Además de ser escindido en diacilglict- 
rol e IP V el PIP 2 puede fosforilarse para formar el característico segundo 
mensajero P1P V Esto desencadena la activación de la proteína -serina/trec- 
nina quinasa Akt, que desempeña un papel clave en la supervivencia ce- 
lular. Una de las dianas de la señalización de Akt es la proteína quinasa 
mTOR, que es un regulador central del crecimiento celular y acopla la 
síntesis proteica a la disponibilidad de factores de crecimiento, nutrientes 
y energía celular 

Vía de las quinasas MAP: La vía de las quinasas MAP es una cadena de | 
proteína quinasas conservada, que se activa a partir de varias señales ex- 
tra celulares. En las células animales, las formas mejor caracterizadas d e 
MAP quinasas se acoplan a los receptores del factor de crecimiento per 
una pequeña proteína de unión a GTP denominada Ras, que inicia la cas- 
cada de proteína quinasas que conduce a la activación de la quinasa 
MAP (ERK). Entonces, ERK fosforila a varias proteínas eitosólieas y nu- 
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deares, incluyendo a factores de transcripción que inducen la expresión 
de genes tempranos inmediatos. Otras vías de las MAP quinasas medían 
respuestas de las células de mamíferos a la inflamación y el estrés. Los 
componentes de las vías de las MAP quinasas están organizados por las 
proteínas scaffold, que juegan un papel importante en mantener la especí- 
$ :idad de la señalización de las MAP quinasas. 

factor de respuesta al suero 
(SRF), Elk-1, gen de respuesta 
secundaria, proteínas scaffold 

1 uis 1 AKJSTAT y TGF-^/Sníad: Las proteínas STAT son factores de trans- 
ección que contienen dominios SH2, y que son activadas directamente 
por protema-tirosina quinasas asociadas a receptores de citoquinas. Los 
miembros de la familia de receptores de TGF-)3 son proteína-serina/treu- 
nina quinasas que fosforilan y activan directamente factores de transcrip- 
ción Smad, 

vía JAK/STAT, proteína STAT, 
Smad 

Señalización vía NF-kB: Los miembros de la familia de factores de trans- 
cripción NF-kB se activan en respuesta a citoquinas, factores de creci- 
miento y una diversidad de otros estímulos. Su activación está mediada 
por la fosforilación y degradación de subunidades inhibitorias IkR, 

NF-kB, factor de necrosis 
tumoral, receptor tipo ToIl r IkB 

Vías Ftedgehog, Wnt y Notch: Las vías Hedgehog, Wnt y Notch juegan 
rápeles clave en la determinación del destino celular y la formación de 
patrones durante el desarrollo animal. Las vías de señalización Hedge- 
hog y Wnt actúan previniendo la degradación de factores de transcrip- 
ción que forman complejos en el citoplasma, La señalización vía Notch 
está mediada por interacciones directas célula-célula, que inducen la es- 
cisión proteolítica de Notch, seguida de la translocación del dominio in- 
íracelular de Notch al núcleo donde interacciona con un factor de trans- 
cripción para afectar a la expresión de genes diana. 

Hedgehog, Wnt, Notch 

TRANSDUCCIÓN DE SEÑALES Y OTOESQUELETO 

Intestinas y transáncdón de señales: La unión de las integrinas a la ma- 
:riz extracelular estimula las protema-tirosina quinasas no receptoras 
FAK y Src, dando lugar a la activación de la fosfolipasa C, la PI 3-qiimasa 
y las vías de señalización Ras/Raf/FRK. 

FAK 

Regulación del citoesqueleto de ¿tetina; Los factores de crecimiento indu- 
cen alteraciones en el movimiento y en la forma celular mediante la re- 
modelación del citoesqueleto de actína. Estas alteraciones del cítoesque- 
leto se producen a través de miembros de la subfamilia Rho de proteínas 
pequeñas de unión a GT?. 

Rho, Rae, Cdc42 

REDES DE SEÑALIZACIÓN 

Retro alimentación y relaciones cruzadas: La actividad de las vías de se- 
ñalización en el interior de la célula está regulada por lazos de retroali- 
mentadón que controlan la extensión y duración de la señalización. Dife- 
rentes vías de señalización también interaccionan para regular su 
actividad entre sí. 

lazo de ret roa! ¡mentación, 
relaciones cruzadas, 
(3-arrestina 

Redes de transduccián de ía señal celular ; Las extensas redes cruzadas 
que existen entre vías individuales dan lugar a la formación de complejas 
redes de señalización. Una comprensión completa de la señalización en 
el interior celular requerirá el desarrollo de modelos de redes cuantita- 
tivas. 

red de señalización, 
feedforward relay 
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Preguntas 

1. ¿Cuál es 3a diferencia entre la señali- 
zación paracrina y la endocrina? 

2. ¿En qué difieren la señalización por 
moléculas señal hidrofóbicas, como las 
hormonas esteroidicas, de la señaliza- 
ción por moléculas señal hidrofílicas, 
como las hormonas proteicas? 

3. ¿Cómo actúa la aspirina para reducir 
la inflamación y la coagulación sanguí- 
nea? 

4. Las hormonas que activan a un recep- 
tor acoplado a la pro teína G* estimula la 
proliferación de las células tiroideas. 
¿Cómo afectarían inhibidores de la 
AMPc fosfodiesterasa a la proliferación 
de estas células? 

5. El receptor de la epinefrina está aso- 
ciado a mientras que el receptor de la 
acetilcolina (en las células del músculo 
cardíaco) está asociado a G¡. Supon que 
tienes que construir una molécula re- 
combinante que contenga las secuencias 
extra célula res del receptor de la epine- 
frina junto a las secuencias dtosólicas 
del receptor de la acetítcolina, ¿Qué 
efecto causaría la epinefrina sobre los 
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niveles de AMPc en las células que ex- 
presen este receptor re combinan te? 
¿Cuál sería el efecto de la acetijcolina? 

6. El factor de crecimiento derivado de 
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minio tirosina qu inasa. La expresión de 
este receptor truncado inhibe la res- 
puesta de las células a EGF. ¿Por qué? 

8. ¿Cómo afectaría la sobreexpresión de 
la proteína fosfatasa 1 a la inducción de 
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La CAPACIDAD DE autorrefroducirse probablemente sea i a CARACTERÍSTI- 
CA fundamental de las células — al igual que podría decirse de los seres vi- 
vos—* lódas las células se reproducen mediante su división en dos, cada cé- 
lula paren tal dando lugar a dos células hijas al final de cada ciclo de 
división celular. Estas células hijas a su vez pueden crecer y dividirse, dan- 
do lugar a una población celular a partir del crecimiento y la división de 
una única célula parental y de su progenie. En el caso más sencillo, estos ci- 
clos de crecimiento y división permiten a una única bacteria, tras la incuba- 
ción, durante una noche, en una placa de agar con medio provisto de nu- 
trientes, formar una colonia constituida por una progenie de millones de 
células. En un caso más complejo, ciclos repetidos de crecimiento y división 
celular suponen eí desarrollo de una célula huevo fecundada, dando lugar a 
las más de 10 H células que componen el cuerpo humano* 

La división de todas las células ha de ser finamente regulada y coordina- 
da con el crecimiento celular y con la replicadón del ADN, para asegurar la 
formación de una progenie de células que contengan sus gen ornas comple- 
tos, En las células eu cariotas, la progresión a lo largo del ciclo celular la con- 
trola una serle de proteína quinasas que se han conservado desde las leva- 
duras hasta los mamíferos. En los eucariotas superiores, esta maquinaria 
del ciclo celular a su vez está regulada por los factores de crecimiento que 
controlan la proliferación celular, lo que permite coordinar la división de las 
células individuales con las necesidades del organismo como un todo. No 
debe extrañar que las alteraciones en la regulación del ciclo celular sean una 
causa frecuente de la proliferación anormal de las células cancerosas; por 
tanto, los estudios acerca del ciclo celular y del cáncer se han solapado, de 
igual manera que están relacionados los estudios acerca del cáncer y de las 
vías de señalización celular, como se vio en el Capítulo 15, 


Ciclo celular eucariota 

El ciclo de la división de la mayoría de las células consiste en cuatro proce- 
sos coordinados: crecimiento celular, replicadón del ADN, distribución de 
los cromosomas duplicados a las células hijas y división celular En las bac- 
terias, el crecimiento celular y la replicadón del ADN tienen lugar durante 
la mayor parte del ciclo celular, y los cromosomas duplicados se distribu- 
yen a Jas células hijas asociados a la membrana plasmática. Sin embargo, en 
los eucariotas el ciclo celular es más complejo y consiste en cuatro fases di- 
ferenciadas, Aunque el crecimiento celular suele ser un proceso continuo. 
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Fases del cido celular 

El ddo celular de la mayoría de las 
células eucar [otas está dividido en 
cuatro fases discretas: M, C n , S y G 3 . 


Figura 16.1 Fases del ciclo celular. 

El ddo de división de la mayoría de 
las células cucar iotas se divide en 
cuatro fases diferenciadas: M, G u S 
y Cy. A la fase M (mitosis) le suele 
seguir la dtocioesis. La fase S es 
el período durante el que tiene lugar 
la replicador: del ADN, La célula crece 
durante la interfase, que incluye a las 
fases G u S y G 2 . La duración de las 
fases del ciclo celular que se muestran 
aquí es característica de las células 
de proliferación rápida de mamífero. 



el ADN se sintetiza sólo durante una fase del ciclo celular y, entonces, i 
cromosomas replicados se distribuyen a los núcleos hijos mediante 
compleja serie de procesos que preceden a la división celular. La progresiva 
a través de estas etapas del ciclo celular está controlada mediante un sis.: 
rna regulador conservada, que no sólo coordina los diferentes procesos * 
ciclo celular sino que también acopla el ciclo celular con las señales extrae 
I ufares que controlan la proliferación celular 

Fases del ciclo celular 

Un ciclo celular eucaríota típico es el de las células humanas cu cultivo, i 
se dividen aproximadamente cada 24 horas. Visto al microscopio, el ciclo í 
lular se divide en dos etapas fundamentales: mitosis e interfase. La mito 
(división del núcleo) es la etapa más llamativa del ciclo, que corresponde ¡ 
la separación de los cromosomas hijos y termina, generalmente, en la divi 
sión celular (citodnesis). Sin embargo, la mitosis y la dtoeinesis duran ce 
de una hora por lo que aproximadamente el 95% del ciclo celular transcu 
en la Ínter fase — el intervalo entre dos mitosis — . Durante la ínter fase 1 
cromosomas se descondensan y se distribuyen por el núcleo, por lo que i 
núcleo presenta un aspee to uniforme. Sin embargo, a nivel molecular, er I 
interfase es cuando ocurren el crecimiento celular y la replicadón del AL 
de manera sucesiva, lo que deja a la célula preparada para la división. 

La célula crece a un ritmo continuado durante la interfase, y la maye 
de las células duplican su tamaño entre una mitosis y la siguiente. En ca 
bio, el ADN sólo se sintetiza durante una parte de la inferíase, Así, la du 
ción de la síntesis del ADN divide el ciclo de las células eu cari o tas en cuac 
fases diferenciadas (Fig. 16.1). La fase M del rielo corresponde a la mitos 
a la que suele seguir la dtoeinesis. A esta fase le sigue la fase G t (gap 1), qu 
corresponde al intervalo Igap) entre la mitosis y el comienzo de la replíe 
ción del ADN. Durante G¡ la célula es metabó ticamente activa y está i 
riendo, pero no se replica su ADN, Seguidamente tiene lugar la fase S (sin 
tesis), durante la que se produce la replicadón del ADN. Tras finaliz 
la síntesis del ADN se produce la fase G 2 (gap 2), durante la qu 
prosigue el crecimiento de la célula y en la que se sintetizan pro 
teínas en preparación para la mitosis. 

La duración de estas fases del ciclo celular varía conside- 
rablemente según los distintos tipos de células. Para un 
célula de proliferación rápida humana típica, con ur 
duración total del ciclo de 24 horas, la fase G x dura 1 
11 horas, la fase S unas 8 horas, G 2 cerca de 4 horas y ! 
una hora, aproximadamente. Sin embargo, otros tipo 
celulares pueden dividirse más rápidamente. Las le- j 
vado ras en gemación, por ejemplo, atraviesan la 
cuatro fases del cirio celular sólo en unos 90 minuti 
Incluso, en células embrionarias tempranas tras 
fecundación del óvulo tienen Jugar ciclos célula 
más cortos (30 minutos o menos) (Fig. 16.2). Pero t 
este caso no se produce crecimiento celular. Por i 
contrario, mediante estos ciclos celulares en el en 
bríón temprano el citoplasma del huevo se divide rá 
pida mente en células más pequeñas. En estos cido 
celulares en el embrión temprano no hay fase ni G : 
y el ADN se replica rápidamente, por lo que consister 
en fases S muy cortas alternando con fases M. 

A diferencia déla rápida proliferación en las célula^ 
embrionarias, algunas células del animal adulto cesan por 
completo su división (p. ej., las células nerviosas) y mucha? 
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Figura 16.2 Ciclos de las células 
embrionarias. En los cíelos do células 
embrionarias tempranas, el citoplasma 
del ovocito se divide con rapidez para 
dar lugar a células más pequeñas. 

Las células no crecen durante estos 
ciclos, los cuales carecen de G, y de G : , 
y consisten simplemente 
en la alternancia de cortas fases 
5 con fases M 


tiras células sólo se dividen ocasionalmente, cuando es necesario reempla- 
fir la pérdida de las células debido a una lesión o a la muerte celular. Entre 
«ste ultimo tipo de células se incluyen a los fibroblastos de la piel, así como 
Ktks células de muchos órganos internos, como el hígado, el riñón y el puí- 
ón, Como se tratará más adelante en la sección siguiente, estas células sa- 
ri de G, para entrar en un estado de reposo del ciclo denominado G D , en el 
te permanecen activas m ecbólicamente pero no proLiieran a no ser que 
■sean requeridas para ello mediante las señales extracelulares apropiadas. 

tí análisis del ciclo celular requiere que las células se identifiquen en las 
gerentes etapas indicadas anteriormente. Aunque las células mi ícticas se 
pueden distinguir al microscopio, las células en las otras fases del ciclo (G T , 
S y Gn) han de ser identificadas mediante criterios bioquímicos. En la mayo- 
ai de los casos, las células en estadios diferentes del ciclo celular se difereiv 


por su cantidad de ADN (Fíg. 16.3). Por ejemplo, las células animales 
G son diploides (contienen dos copias de cada cromosoma), por lo que 
dice que su cantidad de ADN es 2n (se designa por n al contenido de 
ADN haploide en el genoma). Durante la fase S, mediante la repHcación se 
«menta la cantidad de ADN de la célula de 2n a 4n, por lo que las células 
rase S tendrán una cantidad de ADN entre 2 n y 4 ti. El contenido de ADN 
mantiene en 4r¿ en las células en G? y en M, y se reduce a 2 n tras la citoci- 
La cantidad de ADN celular se puede determinar experimentalmente 
re aban do las células con una tinción fluorescente que se una al ADN, y 
Ipr-steriormente analizando la intensidad de la fluorescencia en las células 
méw iduales por citometría de flujo o mediante un separador celular de 
fluorescencia; de esta manera se distinguen las células en las fases C U S y 
C-_ M del ciclo celular. 


Regulación del ciclo celular por el crecimiento celular 
i por señales extracelulares 

G progresión de las células a través del ciclo de división celular se regula 
p: -r señales extracelulares del medio, así como por señales internas que su- 
fcervisan y coordinan los diversos procesos que tienen lugar durante las di- 
ferentes fases del ciclo celular. Un ejemplo de la regulación del ciclo celular 
per señales extracelulares lo proporciona el efecto de los factores de crecí- 
r.vnto sobre la proliferación de las células animales. Además, diversos pro- 


ra 1 6.3 Determinación déla cantidad de ADN celular Una población de 
i se marca con una tinción fluorescente que se une al ADN. Entonces se hace 
a las células por un dtofluorímetro de flujo, que mide la intensidad de la 
encía en las células individuales. Los datos se representan como el número 
células frente a la intensidad de la fluorescencia, que es proporcional a la 
dad de ADN. La distribución muestra dos picos, que corresponden a las 
s con un contenido de ADN de 2n y de 4 n; estas células están en las fases 
v GVM del ciclo, respectivamente. Las células en la fase S tienen una cantidad 
ae ADN entre 2ii y 4 n r y se distribuyen entre los dos picos. 


Animación web 

Ciclos de las células 
embrionarias 

Durante los ciclos tempranos de fas 
células embrionarias, las células no 
crecen, sino que se dividen para formar 
células progresivamente más peqeñas. 
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Célula madre 


Factores de 
apareamiento 


cesos celulares como el crecimiento celular, la replicadón del ADN y la * 


Célula hija 


Figura 16.4 Regulación del ciclo 
celular de la levadura de gemación. 

(A) El ciclo celular de Sacdwromyces 
cemñsiae se regula principalmente 
en un punto de la fase G¡ avanzada, 
denominado START. El paso por STAR! 
está controlado por la disponibilidad 
de nutrientes, de factores de 
apareamiento y por el tamaño celular 
Cabe destacar que estas levaduras se 
dividen por gemación. Las yemas 
se generan justo después de START 
y continúan creciendo hasta que se 
separan de la célula madre tras la 
mitqsis. La célula hija que se forma a 
partir de la yema es nías pequeña que 
la célula madre y, por tanto, requiere 
más tiempo para crecer durante la fase 
G l del siguiente ciclo celular Aunque 
las fases G : y S tienen lugar de manera 
normal, el huso müótico comienza a 
formarse durante la fase S, por lo que 
el ciclo celular de la levadura de 
gemación carece de una fase C 2 
diferenciada. (B) Micrograffa ai 
microscopio electrónico de barrido 
de S. cerevisiúÉ. El tamaño de la yema 
refleja la situación de la célula 
en el ciclo, (B, David M. 
Phiilips/Visuals Unlimited.) 


tosis, lian de coordinarse durante el transcurso del ciclo celular. Esto se a*4 
sigue mediante una serie de puntos de control que regulan la progresiá* 
través de las diferentes fases del ciclo celular. 

Uno de los puntos de regulación principales del ciclo celular, en muáJ 
tipos celulares, se encuentra avanzada la fase Gt y controla el paso de G iS 
Este punto de regulación se definió por primera vez en estudios de la Ies* 
dura de gemación (Saccharomyces cerevistae), donde se le conoce n 
START (Fig, 16.4). Una vez que las células han rebasado el START, queo* 
determinadas a entrar en la fase Sya sufrir un ciclo de división celular, hi 
embargo, rebasar el punto START es un proceso que está finamente regdB 
do en el ciclo celular de la levadura, siendo controlado a través de señ 2 * 
externas, como la disponibilidad de nutrientes, y por d tamaño celular ñm 
ejemplo, si las levaduras se enfrentan a una carencia de nutrientes, paran* 
ciclo celular en START y entran en un estado de reposo en vez de proseg* 
a la fase S, Así, START supone un punto de decisión en el que la célula 
termina si hay suficientes nutrientes disponibles para avanzar a través * 
resto del ciclo celular. Los factores polipeptídicos que intervienen comía* 
nales para el apareamiento de las levaduras también detienen el ciclo d 
lar en START, lo que permite fusionarse a las células de levadura haplotí* 
en vez de proseguir a la fase S, 

Además de servir como un punto de decisión para supervisar señales * 
tracelulares, START es el punto en el que se coordina el crecimiento de * 
lula con la replicadón del ADN y con la división celular. La importancia * 
esta regulación se muestra de manera evidente en las levaduras de ge^* 
cíón, en las que la división celular da lugar a una progenie de células de d* 
tintos tamaños: una célula madre grande v una célula hija pequeña d 
que las células de la levadura mantengan un tamaño constante, la céluh t* 
pequeña debe crecer hasta alcanzar un tamaño mayor al de la célula maa* 


antes de volver a dividirse. Por tanto, se ha de controlar el tamaño de la* 


lula para poder coordinar el crecimiento celular con los otros procesos * 
ciclo celular Esta regulación se realiza mediante un mecanismo de c o* 
que requiere que la célula alcance un tamaño mínimo para poder rebasar ■ 
START. Por tanto, la célula hija pequeña pasa más tiempo en G { y crece * 
que la célula madre. 

La proliferación de la mayoría de las células animales también se reg* 
en la fase G, del ciclo celular. Concretamente, un punto de decisión de la* 
avanzada, denominado punto de restricción en las células animales, fi:rc* 
na de manera análoga a como lo hace STA RT en las levaduras (Fig. 16.5 hb 
embargo, a diferencia de las levaduras, el paso de las células anímales a t* 
vés del ciclo celular se regula, principalmente, por factores de credmies* 
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^ nace fulares que son señales de proliferación celular, en vez de por la dis- 
I ■onibilidad de nutrientes. En presencia de los factores de crecimiento apro- 
ntados, las células atraviesan el punto de restricción y entran en la fase S. 
jfl Bna vez que Ja célula ha rebasado el punto de restricción, queda determina- 
da a proseguir a través de la fase S y del resto del ciclo celular, incluso en au- 
sencia de la estimulación por ios factores de crecimiento. Por otro lado, si 
k> factores de crecimiento adecuados no están disponibles en G„ la progre- 

I mcn a través dei ciclo celular se para en el punto de restricción. La célula en- 
ti en un estado en reposo del ciclo celular denominado G 0 en el que puede 
permanecer indefinidamente sin proliferar. Las células en G 0 son metabóli- 
■ cénente acbvas aunque cesa su crecimiento y su ritmo de síntesis de las 
i proteínas es menor. Como ya se ha comentado, muchas células en los ani- 
males permanecen en G 0 hasta que son inducidas a proliferar por los facto- 
ses de crecimiento apropiados o por otras señales extracelulares. Por e jam- 
pa los fibroblastos de la piel se mantienen detenidos en G (l hasta que se les 
1 estimula a dividirse para reparar el daño causado por una herida. La proli- 
feración de estas células se activa por el factor de crecimiento derivado de 
bs plaquetas, que es liberado por las plaquetas de la sangre durante la coa- 
rtación sanguínea y actúa como una señal para la proliferación de los fi- 
broblastos en la proximidad del tejido dañado. 

Aunque la prolife radón de la mayoría de las células se regula en G, , ai- 
runos ciclos celulares se controlan, en cambio, en G 2 ■ L ; n ejemplo de esto es 
é ríelo celular de la levadura de fisión Schizosacdmromífces portille (Fig. 1 6.6). 
I A diferencia de $#ccharatnyces cereuisiae, el ciclo celular de 5. pombe se regula 
' básicamente a través del control del paso de G 2 a M, que es el punto princi- 
I pii en el que es supervisado el tamaño celular y la disponibilidad de nu- 
tren tes. En los animales, el ejemplo más característico de control del ciclo 
ulular en G 2 lo proporcionan los Gocitos. Los oocitos de los vertebrados 
pueden permanecer detenidos en G 2 durante largos períodos de tiempo 
¡i ¿rías décadas en el ser humano) hasta que se activa su paso a la fase M, 
por la estimulación hormonal. De esta manera, las señales ex trácelo lares 
pueden controlar la proliferación celular regulando el paso de las fases G : a 
! M así como de G ] a $ del ciclo celular. 




3 untos de control del ciclo celular 

Los mecanismos de control tratados en la sección anterior regulan la pro- 
gresión del ciclo celular en respuesta al tamaño celular y a señales extrace- 
fctktres, como ¡os nutrientes o los factores de crecimiento. Pero además, los 
sucesos que tienen lugar durante las diferentes etapas del ciclo celular han 
ce coordinarse entre sí de tal manera que ocurran en el orden adecuado. Por 
aemplo, es de la mayor importancia que la célula no entre en mitosis hasta 
que haya finalizado la replicador! del genoma. De lo contrario se produciría 
ana división celular desastrosa, en la que las células hijas no heredarían una 



de restricción 


Factores 
de crecimiento 


Figura 16.5 Regulación del ciclo de 
las células anímales por factores 
de crecimiento. La disponibilidad de 
factores de crecimiento controla eí ciclo 
de la célula animal en un punto de la 
fase Gj avanzada, denominado punto 
de restricción. Sí los factores de 
crecimiento no están disponibles 
durante G u las células entran en 
un estado en reposo del ciclo 
denominado G^ 


Figura 16.6 Cíelo celular de la 
levadura de fisión. (A) Las levaduras 
de fisión crecen por sus extremos, y se 
dividen formando una pared que 
atraviesa la zona media de la célula. 

A diferencia del ciclo de Jas levaduras 
de gemación, el ciclo celular de las 
levaduras de fisión tiene fases G t , $, G 2 
y M normales. Cabe destacar que la 
citocínesis tiene lugar en G 3 . 

La longitud de la célula indica su 
situación en el ciclo. (B) Micrografías 
al microscopio óptico que muestran 
sucesivos estadios de la mitosis y de la 
citocínesis de Sch izasaecharomyces 
pombe, fB, cortesía de C. F. Robinow, 
University of Western Ontario.) 
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Figura ?6.7 Puntas de control del ciclo celular. Vanos puntos de control 

funcionan para asegurar que los genomas completos se transmiten a las células 
hijas. Los puntos de control del ADN dañado en G„ S y C 2 , dan lugar a la detención 
del ciclo celular en respuesta al ADN dañado o sin replicar. El punto de control 
de ensamblaje del huso detiene la mítosis si los cromosomas no están alineados 
correctamente en el huso mito tico. 


0 


Animación web 


Puntos de control 
de ciclo celular 

Diversos puntos de control funcionan 
a fo fargo del dclo celular para asegurar 
que Eos ge no mas completos 
de los genomas se transmitan 
a las células hijas. 



copia completa del material genético. En la mayoría de las células, e 
coordinación entre las diferentes fases del ciclo celular depende de un sis 
ma puntos de control que previenen la entrada en la siguiente fase del ci 
celular hasta que los eventos de la fase precedente hayan sido completad 

Varios puntos de control del ciclo celular, denominados puntos de con" 
de daños al ADN, garantizan que el ADN dañado no se replicará ni se tr 
mi tira a las células hijas {Fig. 167). Estos puntos de control detectan sec 
das de ADN dañado o replicado parcialmente y coordinan la progresión 
ciclo celular para completar la replicación o la reparación del ADN. Los p 
tos de control de danos al ADN funcionan en las fases S y G 2 del ciclo 
lular. Por ejemplo, el punto de control de G 2 impide el comienzo de la i 
sis en tanto en cuanto la célula no haya completado la replicación o repar 
las lesiones existentes. El ADN dañado activa una vía de señalización que 
lugar a la detención del ciclo celular. Por consiguiente, este punto de con 
G z impide la iniciación de la fase Al hasta que la compleción de la replica 
y la reparación de todas las lesiones del ADN. Sólo entonces desaparee 
inhibición de la progresión de la fase G 2 y se permite el comienzo de la i 
sis y 3a distribución de los cromosomas completamente replicados entre 
has células hijas. De manera similar, la parada en el punto de control G : 1 
posible la reparación de cualquier lesión en el ADN con anterioridad al i 
de la fase S, en la que tendría lugar la replicación del ADN dañado. El p 
de control de la fase S no solamente asegura una monitorización continua 
la integridad del ADN para asegurar la reparación del ADN dañado con 
terioridad a su replicación, sino que también representa un mecanismo 
control de calidad que fav orece la reparación de cualquier error produ 
en el transcurso de la replicación del ADN, como la incorporación de 
incorrectas o la replicación incompleta de secuencias del ADN. 

Otro punto de control importante del ciclo celular, que mantiene la 
gridad del gen orna, se localiza al final de la mitosis (véase Fig. 167) 
punto de control supervisa que los cromosomas se alineen de manera 
rrecta en el huso mi fótico, lo que asegura que se distribuya un juego 
pleto de cromosomas a cada célula hija. La alineación incorrecta de 
más cromosomas en el huso mitótico provoca que la mítosis se detenga 
la metafase, antes de la segregación de los cromosomas recién replica 4 
los núcleos de las células hijas. Gradas a este punto de control, los cror 
mas no se segregan hasta que se disponga de un juego completo de 
somas para ser distribuido a cada célula hija. 


Restringir la replicación del ADN a una vez por ciclo celular 

El punto de control de G^ impide la iniciación de la mitosis antes de la 
pleción de la fase S, asegurando así que el ADN replicado incompleta 
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- ? se transmita a las células hijas. También es importante asegurar que el 
genoma sólo se replica una vez en cada ciclo celular. Así, una vez que un 
segmento de ADN ha sido replicado durante la fase S, deben existir meca- 
nismos de control que impidan la reiniciación de la repite ación del ADN 
-asta que se haya completado el ciclo celular y la célula haya pasado por la 
zutosis. Como se dijo en el Capítulo ó, las células de mamífero emplean mí- 

de orígenes para replicar su ADN, de modo que ia iniciación de la repli- 
: ación de cada uno de estos orígenes debe ser cuidadosamente controlada, 
rara que cada segmento del genoma sólo se replique una vez durante la 
*rse S de cada cido celular 

El mecanismo molecular que restringe la replica dón del ADN a una vez 
por ciclo celular implica la acción de una familia de proteínas (denominadas 
: ro teínas MCM) que se unen a los orígenes de replicación junto con las pro- 
pinas del complejo del origen de replicación (ORC) (véase Fíg. 6.15). Las 
proteínas MCM se controlan a través de «factores licenri adores» que permi- 

‘ que se inicíe la replicación (Fig, 1 6,8). Su unión al ADN está regulada du- 
rante el ciclo celular, de modo que las proteínas MCM sólo son capaces de 
unirse a los orígenes de replicación durante G u permitiendo que se inicie la 
-fplicación del ADN cuando la célula entre en la fase S. Una vez que se ha 
producido la iniciación, las proteínas MCM son desplazadas del origen, de 
forma que la replicación no puede iniciarse otra vez hasta que la célula pase 
cor m dosis y entre en la fase G a del siguiente ciclo celular. La asociación de 
proteínas MCM con el ADN durante las fases S, G 2 y M del ciclo celular está 
bloqueada por la actividad de proteínas quinasas que regulan la progresión 
del ciclo celular, tal como se describe en la siguiente sección de este capítulo. 

Reguladores de la progresión del ciclo celular 

_ no de los descubrimientos más interesantes de la pasada década ha sido el 
esclarecimiento de los mecanismos moleculares que controlan la progresión 
de las células eucariotas a través del ciclo de división celular. Nuestro cono- 
cimiento actual de la regulación del cido celular se debe a la convergencia de 
resultados obtenidos mediante experimentos con organismos tan distintos 
. mo las levaduras, erizos de mar, ranas y mamíferos. Estos estudios han re- 
velado que el ciclo celular de todos los eucariotas está controlado por un 
conjunto de proteína quinasas, conservado en los distintos organismos, que 
son las responsables de inducir el paso de un estado del cido celular a otro. 

3 roteínas quinasas y la regulación del ciclo celular 

Tres abordajes experimentales diferentes contribuyeron a identificar las mo- 
léculas clave responsables de la regulación del ciclo celular. La primera de es- 
tas líneas de investigación tenía como base los estudios con oocitos de rana 
Fig, 16.9). Estos oocitos se detienen en la fase C 2 del rielo celular hasta que se 
estimulan por hormonas, lo que induce su entrada en la fase M de la meiosis 
lo que se tratará posteriormente en este capítulo). En 1971, dos grupos de 
trabajo independientes (Yoshio Masuí y Ciernen t Marker, así como Dennis 
Suúth y Robert Ecker), descubrieron que se podía inducir a los oocitos defe- 
ridos en la fase G 2 a entrar en la fase M mediante la microinyección del dto- 
plasma de oocitos que hubieran sido estimulados hormonalmente. Por tanto, 
parecía que un factor citoplasmático presente en los oocitos tratados con hor- 
monas era suficiente para inducir la transición de G 2 a M en aquellos oocitos 
que no habían sido expuestos a las hormonas. Debido a que la entrada de los 
mocitos en meiosis se conoce como maduración de los oocitos, a este factor d- 

- plasmático se le denominó factor promotor de la maduración (MFF). Sin 
imbargo, estudios posteriores mostraron que la actividad del MPF no se res- 
tringe a provocar la entrada de los oocitos en meiosis. Por el contrario, el 



Figura 16.8 Restricción de la 
replicación del ADN. La replicación 
del ADN se restringe a una vez por 
cada cido celular debido a tas 
proteínas MCM, que se unen a los 
orígenes de replicadón junto con las 
proteínas ORC (complejo del origen 
de replicación) y que se requieren para 
la iniciación de ía replicación del ADN. 
Las proteínas MCM sólo son capaces 
de unirse al ADN enG v lo que permite 
que la replicación del ADN comience 
en la fase S, Una vez que se ha 
producido 

la iniciación, las proteínas MCM se 
desplazan de su origen, de tal manera 
que ta replicadón no se puede iniciar 
otra vez hasta después de la mítosis. 
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EXPERIMENTO CLAVE 

►vy 

Descubrimiento del MPF 


Contiol citopi asm ático del comportamiento nuclear durante 
la maduración meiótica de los oocitos de rana 

Yoshío Masui y Clement L. Markert 
Yate Universa y, Neto Haven, CT 

¡minia! of Experimental Zoolog y, 1971 , Volumen 177, págs. 129-146 


Contexto 

Los trasplantes nucleares y los 
experimentos de fusión nuclear 
llevados a cabo en los años 60 
indicaban que los núcleos 
transferidos a las células en diferentes 
estados del ciclo celular mitótico 
adoptaban el comportamiento de la 
célula huésped. Por tanto, parecía ser 
que la actividad mi fótica del núcleo 
era regulada por ei citoplasma. Sin 
embargo, el postulado de la existencia 
de factores citoplasma ticos que 
controlaban la actividad mitótka del 
núcleo requería demostrarse 
mediante un abordaje experimental 
directo. Esta demostración la 
proporcionaron ios estudios de Masui 
y Markert, que investigaron el papel 
de los factores citoplasma tic os en la 
regulación del comportamiento 
nuclear durante la meiosis de los 
oocitos de rana. 

Varias características de la meiosis 
de los oocitos de rana sugerían que 
esta era controlada por factores 
cito plasmé ticos, Concretamente, la 
meiosis de los oocitos de rana se 
detiene al final de la pro fase de la 
meiosis L El tratamiento con ía 
hormona progesterona provoca la 
reanudación de la meiosis, lo que 
equivale al paso de G 2 a M en las 
células somáticas. Entonces los 
oocitos sufran una segunda parada 
en la meta fase de la meiosis II, donde 
permanecen hasta la fecundación. 
Masui v Markert propusieron la 
hipótesis de que tanto los efectos 
en la meiosis del tratamiento 
hormonal como los de la fecundación 
se debían a variaciones en el 
citoplasma que controlaban de 
manera indirecta el comportamiento 
del núcleo. Comprobaron 


directamente esta hipótesis 
transfiriendo el citoplasma de ios 
oocitos estimulados con hormonas a 
los oocitos que no habían sido 
estimulados. Estos experimentos 
demostraron que un factor 
citoplasma tico, que Masui y Markert 
denominaron factor promotor de la 
maduración (MPF), es el responsable 
de la inducción de la meiosis tras el 
tratamiento hormonal. 

Experimentos 

Debido a su gran tamaño y a su 
capacidad de sobrevivir a la inyección 
mediante mí crapi petas de cristal, los 
oocitos de rana constituían un sistema 
experimental adecuado para 
comprobar la actividad de los factores 
citoplasma ticos, El diseño básico de 
los experimentos de Masui y Markert 
consistía en quitar el citoplasma de 
ios oocitos donantes que habían sido 
tratados con proges tetona para 
inducir la reanudación de la meiosis. 




Cantidades variables de este 
citoplasma se inyectaron en oocitos 
receptores que no habían sido 
tratados. El resultado clave fue que el 
citoplasma de los oocitos donantes 
que había sido retirado seis o más 
horas después del tratamiento 
hormonal indujo la reanudación de la 
meiosis en los receptores inyectados 
(véase figura). Por el contrario, la 
inyección del citoplasma de Gocitos 
control que no habían sido expuestos 
a [a progesterona no tuvo efecto sobre 
los receptores. Por tanto, parecía que 
los oocitos tratados con hormonas 
contenían un factor citoplasma tico 
que podía inducir la reanudación de 
la meiosis en aquellos receptores que 
nunca habían sido expuestos a la 
progesterona. 

Los experimentos de control 
permitieron desechar la posibilidad 
de que fuera la propia progesterona t 
factor inductor de la meiosis en ei 
citoplasma donante. En concreto, se 
demostró que la inyección de 
progesterona en oocitos receptores r 
inducía la meiosis. Sólo la aplicación 
externa de la hormona es eficaz, lo 
que indica que la progesterona actúa 


Los oocitos receptores se inyectaron con 
Jas cantidades que se indican de cílopiasr: 
de oocitos que habían sido tratados cor 
progesterona. El citoplasma donante 
obtuvo de la región central del oocito coa 
una micro pipeta (línea continua) o a parí 
de un homogeneizado de txxdíos enteros 
(linea discontinua), Los resultados se 
presentan como el porcentaje de oocitos 
inyectados en los que se indujo la 
reanudación de la meiosis. 
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sobre un receptor celular de la 
superficie activando a un factor 
c i Eopl asmático diferente. 
Experimentos similares realizados 
independientemente por Dermis 
Smith y Robert Ecker (La interacción 
de los esferoides con los oocitos de 
Rana pipíen 5 en la inducción de la 
maduración* Dev. BioL 25: 231- 247, 
1971} condujeron a la misma 
conclusión. 

Es de destacar que la acción de la 
progeste roña en este sistema difiere 
de su acción en la mayoría de las 
células, donde difunde a través de la 
membrana plasmática y se une a un 
receptor i ntra celular (véase Cap. 15)* 
Sin embargo, en los oocitos la 
progesterona actúa claramente sobre 
la superficie celular, activando un 


factor diferente en el citoplasma del 
oocíto. Puesto que la reanudación de 
la meiosis del ooclto se conoce 
comúnmente como la maduración del 
ooeito, Masui y Markert acuñaron el 
término «factor promotor de la 
maduración» para el regulador de la 
meiosis reden descubierto. 

impacto 

Tras su descubrimiento en los oocitos 
de rana, también se encontró el MPF 
en las células somáticas, donde 
induce el paso de G ; a M en la 
mitosis. Por tanto, el MPF parecía ser 
un regulador general de la entrada a 
la fase M tanto en el ciclo celular 
meiótico como mito tico. La 
purificación definitiva del MPF de 
oocitos de rana en 1988, la genética de 


levaduras y los estudios en 
embriones de erizo de mar, 
convergieron para revelar la 
identidad de este regulador 
fundamental del ciclo celular. A saber, 
el MPF resultó ser un dímero 
constituido por la cidina B y la 
proteína quinasa Cdkl. Estudios 
posteriores han establecido que tanto 
la d clin a B como Cdkl son miembros 
de familias grandes de proteínas; 
diferentes delinas y proteína qu inasas 
relacionadas con Cdkl funcionan de 
manera análoga a MPF en la 
regulación de otros pasos del ciclo 
celular. Por tanto, el descubrimiento 
de MPF en los oocitos de rana abrió el 
camino a la comprensión del aparato 
regulador de! ciclo celular que se 
conserva en todos los encanutas. 


• fPF también se encuentra en las células somáticas, donde induce la entrada 
.: la fase M del ciclo mitótko. Por tanto, parecía que MPF, en vez de ser espe- 
cífico de los oocitos, era un regulador general del paso de C 2 a M. 

El segundo abordaje para comprender la regulación del ciclo celular fue 
el análisis genético de Levaduras, del cual fueron pioneros Lee Hartwell y 
jls. a principios de los años 70. Estudiando la levadura de gemación Sac- 
;haromyces cerevisiae, estos investigadores identificaron mulantes sensibles a 
la temperatura que eran defectuosos en la progresión del ciclo celular. La 
característica principal de estos mulantes (denominados ede por mutantes 
del rielo de división celular) era que se detenía su crecimiento en determina- 
ios puntos del ciclo celular. Por ejemplo, un mulante particularmente im- 
portante designado como cdc28 detenía el ciclo celular en 5TART, lo que in- 
dicaba que se necesitaba la proteína Cdc28 para rebasar este punto crítico 
de regulación en G , (Fig. 16,10), Paul Nurse y cois, aislaron una colección si- 
milar de mulantes del ciclo celular en la levadura de fisión Schizosaccha- 
nwitfces poní he. Entre estos matantes se encontraba cdd t que detenía el ciclo 
celular de S. pombe tanto en G, como en el paso de G : a M (que es el princi- 
pal punto de regulación en la levadura de fisión). Estudios posteriores mos- 
traron que cdc28 de 5* cerevisiae y cdc2 de S. pombe son genes funciona lmen- 
te homólogos, que se requieren para atravesar START así como para entrar 
en mitosis en ambas especies de levaduras. Estudios posteriores demostra- 
ron que cdc2 y cdc28 codifican una proteína quinasa —la primera indicación 
de un papel prominente de la fosforilación proteica en la regulación del ci- 


-igura 16.9 Identificación del JVÍPF. Los oocitos de rana se detienen en la fase C 2 
del ciclo celular, y la hormona progesterona provoca su entrada en la fase M de la 
meiosis. En el experimento que aquí se ilustra, a los oocitos detenidos en G 2 se les 
inicroinyeetó citoplasma extraído de oocitos que habían sufrido la transición de G 2 
2 M. Esta transferencia ritoplasmáfica indujo el paso de G 2 a M en ausencia del 
¿>nmulo hormonal, lo que demostraba que era suficiente un factor citop la sin ático 
MPF) para inducir la entrada en la fase M de la meiosis. 
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Muíante các2& sensible a la temperatura 




Célula madre 


Temperatura 

permisiva 


Célula hija 


START 


Temperatura 
no permisiva 


1 r 



Figura 16.1 0 Propiedades de los 
mulantes cdc28 de S, cerevisiae. 

El mulante sensible a la temperatura 
cdclS se replica normalmente a la 
temperatura permisiva. Sin embargo, 
a la temperatura no permisiva 
la progresión a través del ciclo celular 
se bloquea en START. 


do celular — , Adicionalmente, genes relacionados fueron identificcidos en 
otros eucariotas, incluidos en el hombre. La proteina quinasa codificada por 
los genes de levadura cdc2 y cdclB ha demostrado ser un regulador conser- 
vado del ciclo celular en todos los eucariotas, conocido como Cdkh 

Por último, la tercera línea de investigación, que convergía con la identi- 
ficación del MPF y con la genética de levaduras, vino de estudios sobre la 
síntesis de proteínas en embriones tempranos de erizo de mar Tras La fe- 
cundación, estos embriones sufren una serio do divisiones celulares rápi- 
das. Sorprendentemente, los estudios con inhibidores de la síntesis de pr - 
teínas mostraban que la entrada en La fase M en estos ciclos celulares 
embrionarios requería una nueva síntesis de proteínas. En 1983, Tim Hunt 
cois, identificaron dos proteínas que mostraban un patrón periódico do acu- 
mulación y degradación en embriones de erizo de mar y de almeja. Estas 
proteínas se acumulaban durante la interfase y eran degradadas rápi- 
damente al final de cada mítosis (FIg, 16.11). Hunt llamó a estas protema? 
ciclinas (las dos proteínas fueron designadas como delina A y delina B¡l \ 
sugirió que podían ser inductores de la mitosis, y que su acumulación y de- 
gradación periódica controlaría la entrada y la salida do la fase M, El pape, 
propuesto para las ciclinas se confirmó en 1986 cuando Joan Ruderman 
cois, mostraron que bastaba con la microinyección de la ciclina A en Gocitos 
de rana para inducir el paso de G : a M, 


Figura 16.11 Acumulación 

y degradación de ciclinas 

en los embriones del erizo de mar. 

Las ciclinas fueron identificadas como 
proteínas que se acumulaban durante 
la interfase y se degradaban 
rápidamente hacia el fina! 
de la mitosis. 
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EXPERIMENTO CLAVE 


La identificación de ¡a ciclina 


Cidína: una proíeína determinada por et ARNm materno 
en los Gocitos de erizo de mar que es destruida 
con cada escisión de ¡a división 

Tom Evans, Eric T. Rosen thal, Jim Youngblom, Dan Diste!, y Tim Hunt 
Marine Biológica! IMaratory, Woods Hok, MA 
Cell, 1983, Volumen 33, págs. 389-396 


Contexto 

Tim Hunt y cok. analizaron la síntesis 
proteica en los oocitos de erizo de 
mar después de la fertilización, con la 
meta de identificar proteínas recién 
sintetizadas que pudieran ser necesa- 
rias para la división celular durante el 
desarrollo embrionario. Una diversi- 
dad de experimentos anteriores 
habían demostrado que la traducción 
de ARNm maternos almacenados en 
los oocitos sin fertilizar, estaba activa- 
da por la fertilización, dando lugar a 
cambios llamativos en el perfil de 
síntesis proteica después de la fertili- 
zación . Adicional mente, ios estudios 
con inhibidores de la traducción 
habían establecido que la síntesis 
proteica era necesaria para la división 
celular durante el desarrollo embrio- 
nario temprano. Por ejemplo, la 
inhibición de la síntesis proteica 
después de la fertilización de los 
oocitos de erizo de mar bloqueaba ía 
degradación de la envuelta nuclear, la 
condensación cromosómica, la forma- 
ción del huso. Estos resultados 
sugerían que las divisiones celulares 
embrionarias requerían proteínas 
que eran sintetizadas a partir de 
ARNm maternos en los oocitos 
fertilizados. 

Medíante estudios de síntesis 
proteica en oocitos fertilizados, Hunt 
y cois, esperaban, por tanto, identifi- 
car proteínas recién sintetizadas que 
estuviesen implicadas en la división 
celular. Sus experimentos dieron 
lugar a ta identificación dé las ciclinas 
y a la dilucidación del mecanismo 
fundamental que dirige el ciclo de 
división de las células eucariotas. 

Experimentos 

Gocitos de erizo de mar fertilizados 
y sin fertilizar fueron incubados en 


presencia de metionina radioactiva, 
y los extractas celulares fueron 
analizados mediante electro foresis en 
gel para identificar proteínas recién 
sintetizadas. Se encontró que diversas 
proteínas prominentes eran sintetiza- 
das en los oocitos fertilizados, tal y 
como se había descrito en los oocitos 
de otros organismos. Adicional mente, 
un análisis exhaustivo del perfil de 
las proteínas marcadas radiactiva- 
mente en diferentes momentos 
después de la fertilización, dio un 
resultado sorprendente. Mediante el 
anáiísk de las proteínas presentes en 
intervalos de tiempo de 10 minutos, 
después de ¡a fertilización, Hunt 
y cois, identificaron una proteína 
que era prominente en oocitos recién 
fertilizados, pero que prácticamente 
desaparecía 85 minutos después de la 
fertilización. Esta proteína se hacía 
abundante de nuevo 95 minutos 
después de la fertilización, y desapa- 
recía de nuevo 30 minutos más tarde. 
Debido a estas oscilaciones cíclicas en 
su abundancia, la proteína se denomi- 
nó “ciclina”. 


Gocitos de erizo de mar fueron 
fertilizados y metionina 
radioactiva fue añadida 
5 minutos después de La 
fertilización. Las muestras 
fueron recogidas a intervalos 
de 10 minutos y analizadas 
mediante eleetroforesís en gel 
para determinarlos niveles 
de tí dina. En paralelo, las 
muestras fueron examinadas 
microscópicamente para 
cuantificar el porcentaje de 
células que sufrían división 
celular. 



Otro resultado llamativo era 
el obtenido cuando las oscilaciones 
de los niveles de ciclina eran 
comparados con las divisiones 
celulares durante él desarrollo de los 
embriones de erizo (véase figura). La 
primera división del oodio fertilizado 
tuvo lugar 85 minutos después de la 
fertilización, coincidiendo con el 
declive de los niveles de ciclina. 

Los niveles de ciclina aumentaban a 
continuación después dé ía primera 
división celular, y declinaban de 
nuevo 125 minutos después de la 
fertilización, lo que coincidía con 
un segundo ciclo de división celular 
embrionaria. Experimentos 
adicionales demostraron que la 
ciclina era continuamente sintetizada 
después de la fertilización, pero era 
rápidamente degradada antes de cada 
división celular 

iContimia ** Jí página íágítimtt) 



Tiempo después de ia fertilización (horas) 
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Impacto 

Basándose en su degradación 
periódica, coinciden Ee con el 
comienzo de la división celular 
embrionaria, Hunt y cois, concluyeron 
que era «difícil creer que el 
comportamiento de las ciclims no esté 
conectado con los procesos implicados 
en k división celular». Sin embargo, 
en la ausencia de experimentos que 
demostrasen la actividad biológica de 
ia ciclina, no poseían pruebas directas 
para esta conclusión. No obstante, se 
sabía que la actividad de MPF oscilaba 
de forma similar durante el ciclo 
celular, y experimentos adicionales 
demostraron que la formación de MPF 
activa requería síntesis proteica. Estas 


similitudes entre MPF y la ridina 
llevaron a Hunt y cois, a sugerir 
una relación directa entre MPF, 
definida como una actividad 
biológica, y la ciclina, definida 
como una protema cuyos niveles 
oscilaban durante la progresión del 
ciclo celular. 

Experimentos posteriores de Joan 
Rudennan y cois, demostraron que la 
inyección de ciclina era suficiente 
para inducir la entrada de los coritos 
de rana en meiosis, demostrando que 
la ciclina poseía la actividad biológica 
de MPF. La relación biológica entre la 
ciclina y MPF fue establecida a 
continuación mediante La purificación 
de MPF a partir de coritos de rana en 


el laboratorio de James Maller y la 
caracterización consiguiente de MPF 
corno un dímero de ciclina B y Cdkl L. 
La degradación periódica de la 
ciclina B, descubierta por Tim 
Hunt y cois,, controla la a 
ctividad de Cdkl durante la 
entrada y salida de mitosís. 
Adicionalmente, otras ciclinas 
juegan papeles similares 
en la regulación de transiciones 
entre otras fases del ciclo celular. 

El descubrimiento de la ciclina como 
una prote iría oscilante en los 
embriones del erizo de mar fue, 
por tanto, la clave de la dilucidación 
de la base molecular 
de la regulación del ciclo celular. 


MPF 

c- 4 * 



Figura 16.12 Estructura del MPF. 

El MPF es un dímero constituido 
por la ridina B y por la proteína 
quinasa Cdkl . 


Estos abordajes independientes convergieron de manera espectacular en 
1988, cuando se purificó el MPF a partir de coritos de rana en el laboratorio 
de James Maller. La caracterización molecular del MPF en varios labórate- 
nos mostró que este regulador conservado del ciclo celular está compuesto 
por dos subunidades fundamentales: Cdkl y ciclina B (Fig. 16.12). La ridi- 
na B es una subunidad reguladora que se requiere para la actividad catalíti- 
ca de la proteína quinasa Cdkl, lo que concuerda con el hecho de que la 
actividad de MPF está controlada por la acumulación y degradación perió- 
dica de la ciclina B durante el transcurso del ciclo celular. 

Diversos estudios posteriores han confirmado este papel de la ciclina 6. 
así como la regulación del MPF medíante la fosforilación y la desfosforila- 
ción de Cdkl (Fig. 16.13). En las células de mamífero, la ciclina B es sinteti- 
zada y forma complejos con Cdkl durante G 2 . A medida que se forman es* 
tos complejos. La Cdkl es fosforilada en dos posiciones reguladoras críticas 
Una de estas fosforilaciones ocurre en la treonina-161 y es necesaria para la 
actividad de la Cdkl quinasa. La segunda es una fosforilación de la tirosi- 
na-15 y de la proteína quinasa adyacente Weel, que inhibe la actividad de 
Cdkl y da lugar a la acumulación de complejos de Cdkl /ciclina inactivos 
durante la fase G 2 . La transición de G 2 a M se produce a continuación me- 
diante la activación del complejo Cdkl /ridina B como resultado de la de- 
fosforilación de la treonina-14 y tÍrosina-15 por la acción de una proteína 
fosfatasa denominada Cdc25. 

Una vez activada, la proteína quinasa Cdkl fosforita varias protemas 
diana que inician la fase M, lo que se tratará posteriormente en este capítu- 
lo. Además, la actividad de Cdkl provoca la degradación de la ciclina B. 
que se produce por una proteóllsis mediada por ubiquitina. Esta destruc- 
ción proteolítica de la ciclina B inactiva a Cdkl, lo que lleva a la célula a sa- 
lir de la mitosis, a sufrir la dtotínesis, y a volver a la interfase. 

Familias de cidinas y quinasas dependientes de ciclinas 

La estructura y función de MPF (Cdkl /ciclina B) no sólo proporciona una 
base molecular para comprender la entrada y salida de la fase M, sino tam- 
bién las bases para dilucidar la regulación de otros pasos del ciclo celular. I i 
información que proporcionó 1a caracterización del complejo Cdkl /ridina B 
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fea reñido un profundo impacto en la comprensión de la regulación del ciclo 
sé i uia r En concreto, investigaciones posteriores han establecido que tanto 
Cc.vl como la ciclina B son miembros de grandes familias de proteínas rda- 
Donadas, en las qué los diferentes miembros de estas familias controlan la 
progresión a través de las distintas fases del ciclo celular. 

Como ya se trató anteriormente, Cdkl controla el paso a través de 
START así como la entrada en mitosis en las levaduras. Sin embargo, esto lo 
kfcce en asociación con diferentes ciclinas (Fig. 16.14). Concretamente, la 
teansición de G : a M la lleva a cabo Cdkl junto con las ciclinas mitóticas de 
sr > B (Clbl y C1h2, Clb3, Clb4). Sin embargo, el paso a través de START lo 
controla Cdkl en asociación con una clase diferente de ciclinas denomina- 
ií- ciclinas G l o Cln's. Entonces Cdkl se asocia con un tipo diferente de ci- 
ernas B (Clb5 y Clb6), que se requieren para la progresión a través de la fase 
S Estas asociaciones de Cdkl con diferentes ciclinas del tipo B y G, provo- 
ca la fosforilación por Cdkl de diferentes proteínas sustrato, lo que se re- 
re para la progresión a través de las fases específicas del ciclo celular. 
Los ciclos celulares de los eucariotas superiores se controlan, no sola- 
mente por múltiples ciclinas, sino también por múltiples proteína quinasas 
«adunadas con Cdkl, que se conocen como Cdk, de quinasas dependían- 
de ciclina. Todos estos miembros de la familia Cdk se asocian con deli- 
ras específicas para llevar a cabo la progresión a través de los diferentes es- 
tados del ciclo celular (véase Fig. 16.14), Por ejemplo, el paso de a S se 
se gula principalmente por Cdk2, Cdk4 y Cdkó en asociación con tas ciclinas 
D E, Los complejos de Cdk4 y Cdkó con las ciclinas de tipo D (ciclina DI, 
II y D3) desempeñan un papel crítico en la progresión a través del punto 
restricción enG,. Las ciclinas de tipo E (El y E2) se expresan posterior- 
mente en G] , y los complejos Cdk2/ciclina E se requieren para el paso de G { 
m " y el inicio de la síntesis del ADN, Los complejos de Cdk2 con definas de 
^x> A (Al y A2) funcionan en la progresión de las células a través de la fase S. 
A continuación Cdkl regula el paso desde S a G 2 y desde G 2 a M formando 
u m piejos con definas de tipo A y tipo B (Bl, B2, y B3), respectivamente. 


Figura 16.13 Regulación del MPF. 

Cdkl forma complejos con la ciclina B 
durante G 2 + Entonces Cdkl es 
íosf orilada en la treonina-161, que se 
requiere para su actividad, y en la 
ti ros i na- 15 (y en la treonina-14 
en células de vertebrados), lo que 
inhibe la actividad de Cdkl. 

La desfosforílarión de la Thr-14 
y de la Tyr-15 activa a MPF para el paso 
de G : a M. La actividad de MPF termina 
hacia el final de la mitosis por la 
degradación proteolítica de la ciclina B. 




Animación web 


Ciclinas, Cdk y el ciclo celular 

El factor promotor de la maduración 
(MPF) -formado por la ridína B y 
Cdkl - regula la transición desde la fase 
G 2 a la M del cido celular. 
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Cdkl/Glbl, 

Clb£, Clb3, Clb4 




Figura 16.14 Complejos de ddinas y de quinasas dependientes de ddinas. 

En las levaduras, el paso a través de STAET lo controla Cdkl asociado a las ciclina- 
Gt (Clnl, Gn2, Cln3). Los complejos de Cdkl con diferentes ddinas tipo B (Clb) 
regulan la progresión a través de la fase S y la entrada en la mitosis. En las células 
animales, el paso a través deí punto de restricción de G] es controlado por 
complejos de Cdk4 y Cdk6 con ddinas del tipo D. Los complejos Cdk2/dclina E 
intervienen más adelante en G, y se requieren para el paso de G ] a 5. Los compleja 
Cdk2/ ciclina A se requieren para la progresión a través de la fase S. Los complejos 
Cdkl /ciclina A regulan la progresión hasta G 2 , y los complejos Cdkl /ciclina B 
dirigen la transición de G 2 a M. 


A pesar de que los distintos complejos Cdk /ciclina suelen actuar en fa^ 
diferentes del ciclo celular, en los trabajos sobre proteínas Cdk y ddinas a 
ratones modificados genéticamente se ha observado un nivel muy alto ó¡ 
plasticidad, de modo que las distintas ciclinas y Cdk pueden compensar k 
pérdida de otras en ratones motantes. Es más, se ha demostrado que la^ c— 
lulas que carecen todas lasCdkque actúan normalmente en la interfaz 
(Cdk2, Cdk4 y Cdk6) son capaces de proliferar. El análisis de estas célica - 
ha revelado que, en ausencia de otras Cdk, Cdkl se une a tedas las delira 
y puede dirigir la progresión del ciclo celular en cualquiera de sus etapas 
Por el contrario, los ratones que carecen de Cdkl no son viables. En con^ 
cuencia, Cdkl sería la única Cdk imprescindible en las células de mamífe 
(y de levadura) que puede sustituir a las demás en caso de estar ausente 
La actividad de las Cdk durante la progresión del ciclo celular se reruk 
por, al menos, cuatro mecanismos moleculares (Eig. 16.15). Como ya se m 
tratado en el caso de Cdkl, el primer nivel de regulación implica la asocia^ 
ción de las Cdk con las ciclinas correspondientes. Así, la formación de te 
complejos específicos Cdk /ciclina está controlada por la síntesis y degradé 
ción de las ciclinas. En segundo lugar, la activación de los complejB 
Cdk/ ciclina requiere la fosforilación de un residuo de treonina de la G mk 
conservado alrededor de la posición 160. Esta fosforilación que activa la CMí 
está catalizada por una enzima denominada CAK (de quinasa activadora zt 
Cdk), que a su vez está constituida por una Cdk (Cdk7) unida con la cids*j 
EL Los complejos de Cdk7 y ciclina H se asocian con el factor de transac- 
ción TFIIH, que se requiere para la iniciación de la transcripción por la AKJf 
polimerasa ü (véase Cap. 6), de forma que este miembro de la familia C 
participa en la transcripción además de en la regulación del ciclo celular 



3. Fosforilación inhibidora 
de la treonina 14 
y de la tiro&ina 15 


4. Asociación con 
inhibidores de 
Cdk (CKI) 


1, Asociación con ciclinas 


2. Fosforilación 
activadora de la 
treonina próxima 
a la posición 160 


Figura 16.1 5 Mecanismos de regulación de Cdk. Las actividades de las Cdk =- 

regulan por cuatro mecanismos moleculares. 
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*abla 16.1 Inhibidores de Cdk 


nhibídor 

Complejo 

Cdk/cklma 

Fase afectada 
del ciclo celular 

Emilia lnk4 (p 15, plft. pl 8 r pl 9) 

Cdk4yCdkÓ 

Gi 

- ' milia Cip/Kip (p2l, p2 7, p57) 

Cdk2/dclína E 

Gy 


Cdkl /cic lina A 

S 


A diferencia de la fosforilación activadora producida por CAK, el tercer 
mecanismo de la regulación de Cdk implica la fosforilación inhibidora de re- 
siduos de tirosina cerca del extremo animo terminal de Cdk, que está catali- 
zada por la pro teína quinasa Weel. En concreto, tanto Cdkl como Cdk2 se 
rh iben por la fosforilación de la tirosÍna-15, y en el caso de los vertebrados, 
la treordna-14 adyacente. Estas Cdk se activan por la desfosforilación de 
— : os residuos por miembros de la familia Cdc25 de proteína fosfatasas. 

Además de la regulación de las Cdk mediante fosforilación, sus activida- 
át s cambien están controladas por la unión de proteínas inhibidoras (deno- 
minadas inhibidores de Cdk o CKfs). En Jas células de mamífero, existen 
>s familias de inhibidores de Cdk que son responsables de la regulación 
*- .as diferentes Cdk (Tabla 16.1). Los miembros de la familia lnk4 se unen 
específicamente e inhiben a Cdk4 y Cdk6, de modo que los Ínk4 CK1 actúan 
pera inhibir la progresión a través de Por el contrario, los miembros de 
^ ramilla Cip/Kip se unen a las ciclinas y las Cdk y pueden inhibir las actí- 
ti d .id es de proteína quinasa de los distintos complejos cidina/Cdk, No 
Estante, los efectos de las proteínas Cip/Kip en distintos complejos ciclí- 
Cdk están sometidos a una regulación diferencial. Por ejemplo, las pro- 
pinas Cip/Kip facilitan el ensamblaje de complejos de Cdk4 y Cdkó con la 
defina D, de modo que estimulan, en lugar de inhibir, la actividad de estas 
Cdk. De manera similar, la regulación de los efectos de las proteínas 
Cip Kip en los complejos Cdkl/ciclina B es tal que bajo ciertas condiciones 
as proteínas Cip/Kip actúan favoreciendo la transición de la fase G z a la 
áse M, en mayor medida que inhibiéndola. Sin embargo, las proteínas 
Cp / Kip suelen inhibir la formación de complejos de Cdk2 con delina A o 
odma E, por lo que impiden la progresión de las fases G } y S del ciclo ceíu- 
br Por ello, el control de las proteínas lnk4 y Cip/Kip supone un mecanis- 
mo adicional de regulación de la actividad de las Cdk. Los efectos combina - 
d >s de todos estos tipos de regulación de Cdk son los responsables del 
control de la progresión del ciclo celular en respuesta tanto a los puntos de 
control como a !a variedad de los estímulos extracelulares que regulan La 
proliferación celular. 

: actores de crecimiento y la regulación de las Cdk de G, 

C tío ya se trató anteriormente, la proliferación de las células animales se re- 
rula principalmente mediante diversos factores de crecimiento extracelulares 
controlan la progresión de las células a través del punto de restricción en 
kr postrimerías de En ausencia de los factores de crecimiento las células 
sen incapaces de rebasar el punto de restricción y, en lugar de ello, se inacti- 
Kn, con lo que suelen entrar en el estado de reposo denominado G n ; desde 
éste pueden volver a entrar en el ciclo celular al ser estimuladas por los facto- 
de crecimiento. Este control de la progresión del ciclo celular medíante los 
actores de crecimiento extracelulares implica que las vías de la señalización 
•iracelular que se activan posteriormente (downstream) a los receptores de 
o factores de crecimiento (que se trataron en el capítulo anterior) intervie- 
nen, en última instancia, regulando los componentes de la maquinaria del ri- 
co celular. 


■ Algunos de los mulantes del 
cido celular de S. pombe, aislados 
por Paul Nurse y sus colaboradores 
en la Universidad de Edimburgo, 
fueron identificados porque las 
células se dividían cuando eran 
más pequeñas en tamaño de lo 
normal. Estos mulantes fueron 
denominados Wee, el término 
escocés para pequeño. 
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Factores efe 
crecimiento 



Figura 16.16 Inducción de las cid inas tipo D, Los factores de crecimiento 
regulan la progresión del ciclo celular a través del punto de restricción de G t 
Ras/Raf/ udend o la sin tesis de delinas tipo D mediante la vía de señal i zarión 
ERK/MEK /Ráf /MEK/KEK. 


Síntesis de 
cid i ñas ti po D 


Cdk4, 6/CycD 

Punto de 
restricción 


Un vínculo importante entre la señalización por los factores de creci- 
miento y la progresión del ciclo celular son las delinas del tipo D (Fig. ló.lbJ 
La síntesis de la ciclina D] se induce en respuesta a la estimulación por fac- 
tores de crecimiento, como resultado de la señalización a través de la vu 
Ras/Raf/ ME K/ERK, y la ciclina DI sigue siendo sintetizada mientras Lo» 
factores de crecimiento están presentes. Sin embargo, las delinas de tipo DI 
también se degradan rápidamente, por lo que su concentración intraceluis* 
desciende bruscamente en ausencia de los factores de crecimiento, A>c 
mientras los factores de crecimiento estén presentes durante G v los comple- 
jos de Cdk4, 6 /ciclina DI hacen que las células atraviesen el punto de res- 
tricción. Por otro lado, si se eliminan los factores de crecimiento antes ct 


este punto, los niveles de ciclina DI descienden rápidamente, y las células 
no pasan a través de G } a S; por el contrario, se inactivan y entran en G r> Por 
tanto, la inducción y el rápido recambio de las ciclinas tipo DI vinculan is 
señalización por factores de crecimiento con la maquinaria del ciclo celuLr 
lo que permite a los factores de crecimiento extracelulares controlar la pro- 
gresión de las células a través de G¡. 

Puesto que la ciclina DI es una diana importante de la señalización por 
factores de crecimiento, se podría esperar que las alteraciones en la regula- 
ción de la ciclina DI alteraran la regulación del crecimiento celular, caracte- 
rística de las células cancerosas. Así, se ha encontrado que la causa de mi- 
chos cánceres humanos es una regulación defectuosa del ciclo celular, a 
igual que la causa de muchos otros son alteraciones en las vías de señaliza- 
ción mtracelular activadas por los receptores de los factores de cterimientc 
(véase Cap, 15), Por ejemplo, las mutaciones que dan lugar a una expresión 
continua de la ciclina DI contribuyen al desarrollo de varios tipos de cánce- 
res humanos, entre los que se incluyen los linfomas y el cáncer de pulmón 
Igualmente, las mutaciones que inactivan a los inhibidores de Cdk Ink4 que 
se unen a Cdk4 y Cdk6 se encuentran habitualmente en células cancerosa 
humanas* 


La relación entre la ciclina D, el control del crecimiento celular, y el cán- 
cer se ve reforzada por el hecho de que una proteína sustrato de los comple- 
jos Cdk4, 6/ ciclina D aparece mutada en varios tumores humanos. Es:¿ 
proteína, denominada Rb, se identificó como el producto de un gen respon- 
sable del retinoblastoma, im tipo de tumor de ojo infantil hereditario poco 
frecuente (véase Cap. 18). Estudios posteriores mostraron que las mutadoH 
nes que ocasionan la ausencia de la pro teína Rb funcional, no sólo se er- 
cuentran en el retinoblastoma sino en diversos cánceres humanos más co- 
munes. Rb es el prototipo de un gen supresor de tumores — un gen cuya 
inactivación conduce al desarrollo de un tumor — * Mientras que las proteí- 
nas oncogénicas como Ras (véase Cap. 15) y la ciclina D provocan la prolife- 
ración celular, las proteínas codificadas por los genes supresores de turne- 
res (incluyendo Rb y los inhibidores Dck lnk4) funcionan como frenos que 
ralentizan la progresión del ciclo celular. 

Estudios subsiguientes han demostrado que Rb y miembros relacionados 
de la familia Rb juegan un papel clave en el acoplamiento de la maquinaria 
del ciclo celular a expresión de genes necesarios para la progresión del ciclo 
celular y la síntesis de ADN (Fig, 16.17). La actividad de Rb se regula me- 
diante cambios en su fosforilación a medida que las células avanzan por d 
ciclo. Concretamente, Rb es fosforilada por los complejos Cdk4, 6 /cid i na D 
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r fura 16,17 Regulación del ciclo celular por Rb y E2F. En su estado poco 
i : rilado, Rb se une a miembros de la familia E2F reprimiendo la transcripción 
. : los genes regulados por E2F, La fosforilación de Rb por los complejos Cdk4, 
i . riinaD provoca su disociación de E2F en la fase G L avanzada. Entonces E2F 
arr, va la expresión de sus genes diana, que codifican proteínas necesarias 
-:'i la continuación del ciclo celular. 

i medida que las células rebasan el punto de restricción en En su estado 
r : :> fosforilado (en C, o en G L temprana), Rb se une a los miembros de la 
fcmilia de los factores de transcripción E2E, que regulan la expresión de va- 
- genes relacionados con la progresión del ciclo celular, incluyendo al gen 
Ipe codifica para la delina E. E2F se une a sus secuencias diana tanto en pre- 
sencia como en ausencia de Rb. Sin embargo, Rb actúa como un represor, de 
n. manera que el complejo Rb/E2F impide que se transcriban los genes re- 
caídos por E2F. La fosforilación de Rb por los complejos Cdk4, ó/ciclina D 
r' oca que el Rb fosforilado se disocie de E2F, lo que activa la transcrip- 
otm de sus genes diana. Por tanto, Rb interviene como un interruptor mole- 
cular que convierte a E2F de un represor aun activador de los genes reque- 
- : <s para la progresión del ciclo celular Por su parte, el control de Rb a 
savés de la fosforilación por Cdk4, ó/ciclina D acopla esta regulación de la 
c presión génica a la disponibilidad de factores de crecimiento en G^. 

La progresión a lo largo def punto de restricción y la entrada en la fase 5 
esti mediada por la activación de complejos de Cdk2/cídina E (Fíg. 16, 18). 
Esto resulta en parte de la síntesis de ciciina E, que es estimulada por E2F des- 
de la fosforilación de Rb, Adicionalmente, la actividad de Cdk2 /ciciina 
E es inhibida en G ; , o temprano en G t , mediante el inhibidor de Cdk, p27, 
míe pertenece a la familia Cip/Kip (véase Tabla 16.1). Esta inhibición de 
Cdk2 por p27 es eliminada mediante múltiples mecanismos a medida que 
célula progresa a través de G,. En primer lugar, la señalización de factores 
crecimiento mediante las vías Ras/Raf/MEK/ERK y PI 3-quinasa/Akt 
uce la transcripción y traducción de p27, disminuyendo los niveles de 
• 27 en el interior celular. Adicionalmente, la síntesis aumentada de ciciina 
[ da lugar a la unión de p27 a complejos de Cdk4, 6/ detina D H secuestrán- 
¿ Jos e impidiendo su unión a Cdk2/dcfina E. Una vez que Cdk2 se activa, 
cataliza la degradación completa de p27 mediante su fosforilación y diri- 
p endo lo hacia su ubíqui ti nación. Esta autorregulación positiva entonces re- 
sulta en la activación completa de los complejos de Cdk2/ ciciina E. La Cdk2 
también fosforila a Rb, completando su inactivación. Los complejos de 
Cdk2/dclina E inician a continuación la faseS, mediante la activación de 
las proteínas MCM hellcasa en los orígenes de replicadón (véase Fig. 16,8), 
¿ando lugar a la iniciación de la síntesis de ADN. 
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Figura 16.18 Cdk2/cidina E y la entrada en fase S. En la íaseG t temprana, 
los complejos Cdk2/ ciclina E se encuentran inhibidos por el Inhibidor de Cdk p27 
El paso por el punto de restricción induce la síntesis de ciclina E vía activación de 
E2E Adicionalmente, la señalización vía factor de crecimiento redúcelos niveles 
de p27 inhibiendo la transcripción y la traducción. La activación resultante de 
Cdk2/ ciclina E desencadena la activación de ia helicasa MCM y la iniciación 
de la replicación del ADN. 


Puntos de control de lesiones en el ADN 

La proliferación celular es regulada no sólo mediante factores de crecimien- 
to, sino también mediante una diversidad de señales que actúan para inhi- 
bir la progresión del ciclo celular. Los puntos de control de lesiones en el 
ADN juegan un papel crítico en el mantenimiento de la integridad del ge- 
noma, deteniendo la progresión del ciclo celular en respuesta al ADN daña- 
do o incompletamente replicado. Estos puntos de control, que son operati- 
vos durante las fases G 3 , 5, y del ciclo celular, permiten el tiempo 
suficiente para que se repare el daño antes de que se reanude la replicación 
del ADN ü la división celular (véase Flg. 16.7), 

En la detención del ciclo celular intervienen dos proteína quinasas rela- 
cionadas, denominadas ATM y ATR, que se activan como consecuencia de 
daños al ADN, ATM y ATR activan una vía de señalización que no solamen- 
te induce la detención del ciclo celular, sino también la activación de los me- 
canismos de reparación del ADN y, en algunos casos, la muerte celular pro- 
gramada. El hecho de que la identificación inicial de estas proteínas se 
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- gura 16,19 Detención del ciclo celular en los puntos de control de lesiones 
del ADN, Las proteínas qui nasas ATM y ATR son activadas en complejos 
¿e proteínas que reconocen el ADN d afiado. ATM es activada principalmente 
por las roturas de doble hebra y ATR por el ADN de hebra sencilla o sin replicar. 
A continuación, ATR y ATM fosforilan y activan a las proteína quinabas Chk2 
v Chkl , respectivamente, Chkl y Chk2 f os f orilan e inhiben a las proteína 
tosía tasa Cdc25, que son necesarias para activar a Cdkl y Cdkl, de modo que 
su inhibición da lugar a la detención en los puntos de control de lesiones aí ADN 
en G,, S y Gj, 


debiera a la relación ecológica existente entre las mutaciones del gen que 
codifica ATM y la enfermedad ataxia telangiectasia, que da lugar a anoma- 
lías de los sistema nervioso e inm unitario, además de una elevada prevalen- 
da de tumores en los sujetos afectados, pone de relieve la importancia que 
reviste esta respuesta a las lesiones en el ADN. 

Tanto ATM como ATR forman parte de complejos proteicos que recono- 
cen ADN dañado o sin replicar (Fig, 16.19). ATM se activa fundamental- 
mente por roturas de la doble hebra, mientras que ATR lo hace por roturas 
de la hebra sencilla o secuencias de ADN sin replicar. Tras su activación por 
una lesión en el ADN, ATM y ATR fosforilan y activan a las quinasas de los 
puntos de control Chk2 y Chkl, respectivamente. Chkl y Chk2 inducen la 
detención del ciclo celular a través de la fosforilación y la inhibición o la in- 
ducción de la degradación de las fosfa tasas Cdc25, que son necesarias para 
activar a Cdkl y Cdk2 a través de la eliminación de los residuos fosforita- 
dos inhibitorios (véase Fig. 16.15) durante la progresión del ciclo celular. De 
este modo, las lesiones del ADN dan lugar a la inhibición de Cdkl, que in- 
duce la parada del ciclo celular en G 3 y S, v Cdkl, que provoca la detención 
del ciclo en G 2 . 
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Figura 16.20 Papel de p53 en la detención de G T . La proteína p53 juega un papel 
clave en la detención del ciclo celular en el punto de control G 3 en las células 
de mamífero. La fosforilación por parte de ATM v Chk2 estabiliza a pt¡3, resultando 
en incrementos rápidos en los niveles de p53 en respuesta a lesiones en el ADN. 

La pro teína p53 a continuación activa la transcripción del gen que codifica 
el inhibidor de Cdk p2l, dando lugar a la inhibición de los complejos 
Cdkl/cidína E y a la detención del ciclo celular. 

En las células de mamífero, la detención en el punto de control G, tambíc-r 
está mediada por la acción de una proteína adicional conocida como p53 
que es fosf orilada tanto por ATM como por Chk2 (Fig. 16.20). La fosforila- 
ción estabiliza a p53, que de otro modo es rápidamente degradada, resul- 
tando en un incremento rápido de los niveles de p53 en respuesta al AD N 
lesionado. La proteína p53 es un factor de transcripción, v su expresión in- 
crementada da lugar a la inducción del miembro de inhibidores de Cdk j- 
la familia Cip/Kíp, p21. La proteína p21 inhibe los complejos Cdk2/cicli 
na E, desencadenando la detención del ciclo celular en G, (véase Tabla 16. i 
Curiosamente, el gen que codifica la proteína p53 se encuentra muta do 
con frecuencia en los cánceres humanos* La pérdida de la función de p5J 
como resultado de estas mutaciones previene la detención en G, en respues- 
ta a lesiones del ADN, de modo que el ADN lesionado es replicado y trans- 
mitido a células hijas en lugar de ser reparado. Esta herencia de ADN dañadc 
resulta en una frecuencia incrementada de mutaciones y a la inestabilidad 
general del genoma celular, lo que contribuye al desarrollo del cáncer. Las 
mutaciones en el gen p53 se encuentran entre las alteraciones genéticas más 
comunes en los cánceres humanos (véase Cap. 18), ilustrando la importan- 
cia crítica de la regulación del ciclo celular en la vida de los organismos 
multicelulares. 

Detención efe G-, 

Acontecimientos de la fase M 

La fase M es el período más llamativo del ciclo celular, en el que se produce 
la reorganización de casi todos los componentes de la célula. Durante la ir - 
tesis (división nuclear) los Cromosomas se condensan, la envuelta nuclear 
de la mayoría de las células se desintegra, el citoesqueleto se reorganizó 
para formar el huso mitótico, y los cromosomas migran a polos apueste - 
Tras la segregación de los cromosomas se suele producir la división de la cé- 
lula (citocinesís). Aunque muchos de estos acontecimientos ya han sido 
descritos en capítulos anteriores, se revisan aquí en el contexto de una ^ 
sión coordinada de la fase M y ía acción de MPF (Cdkl/cidína B). 

Etapas de la tnitosis 

Aunque muchos de los detalles de la mitosis varían entre los diferentes or- 
ganismos, los procesos básteos que aseguran la segregación fidedigna de 
croma tidas hermanas se conservan en todos los eucariotas. Entre estos pro 
cesos básicos de la mitosis se incluyen la condensación de los cromosoma 
la formación del huso mitótico, y la unión de los cromosomas a los microtór 
bulos dd huso. Una vez llegado este punto, las croma tidas hermanas se se- 
paran y migran a polos opuestos del huso, tras lo que se forman los núclet * 
hijos. 

Tradicional mente, la mitosis se divide en cuatro etapas —profase, meta- 
fase, anafase, y telofase — que, en el caso de la célula animal, se ilustran m 
las Figuras 16,21 y 16.22, El comienzo de la profase queda determinado p f" 
la aparición de los cromosomas condensa dos, cada uno de los cuales está 
constituido por dos crornátidas hermanas (las moléculas de ADN hijas que 
se produjeron en la fase S), Estas moléculas de ADN replicado permanecen 
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Figura 16.21 Etapas de Ea mitosís en la célula animal. Durante ta profase, 
los cromosomas se condensan y los centrosomas se desplanan a lados opuestos 
del núcleo, comenzando la formación del huso mito tico. La ruptura de la envuelta 
nuclear permite a los microtúbulos del huso anclarse a los eme tocaros 
de los cromosomas. Durante la prometafase los cromosomas se agitan hacia delante 
y hada atrás entre los centrosomas y el centro de la célula, para finalmente quedar 
alineados en la zona media del huso (meta fase). En la anafa se, las cromátidas 
hermanas se separan y migran a polos opuestos del huso. La mitosís termina 
con la reconstitución de las envolturas nucleares y con la descondensación 
de los cromosomas en la telofase, y la citodnesis da lugar a dos células hijas 
interfásicas. Conviene destacar que cada célula hija recibe un centrosoma 
que se duplicará previamente a la siguiente mitosis. 


La mitosís, que es la división del núcleo, 
consiste en cuatro fases -profase, 
metalase, a nafa se y telóla se- y está 
seguida de la división del citoplasma, 
denominada citodnesis. 
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Figura 16.22 Micro grafías 
de fluorescencia de la croma tina, 
la queratina y los mkrotúbulos 
durante la mitosis de células 
del pulmón de tritón. La croma tina se 
tiñe de azul , la queratina se tiñe de rojo, 
y los mi ero tu bu los se tiñen de verde. 

(Conly L. Rieder/Biological Photo Service j 
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entrelazadas durante la fase S y G 2 , desenmarañándose durante el procese 
de la condensación de la croma tina. Las cromátidas hermanas condena- 
das se mantienen unidas a través del centró mero, que (como ya se trató en 
el Cap. 5) es una región cromosómica a la que se unen proteínas dando lu- 
gar al cine toco ro — el lugar de anclaje de los microtúbulos del huso — . Ade- 
más de la condensación de los cromosomas, durante la profase se produce r 
cambios en el citoplasma que conducen al desarrollo del huso mitótico. Los 
centrosomas (que se duplicaron en la interfase) se separan y migran a lado? 
opuestos del núcleo. Ahí actúan como los dos polos del huso mitótíeo, que 
comienza a formarse durante la profase tardía. 

En los eucariotas superiores el final de la prufase se corresponde con la 
rotura de ta envuelta nuclear. Sin embargo, este desensamblaje del núcleo* 
no es una característica universal de la mitosis y no ocurre en todas las célu- 
las. Algunos eucariotas unicelulares (por ejemplo, levaduras) sufren la de 
nominada mitosis cerrada en la que la envuelta nuclear permanece intacta 
(Fig. 16.23). En la mitosis cerrada los cromosomas descendientes migran a 
polos opuestos del núcleo, que a continuación se divide en dos. En estas cé- 
lulas, los cuerpos polares del huso están incluidos en la envuelta nuclear, y 
el núcleo se divide en dos tras la migración de ios cromosomas hijos a los 
polos opuestos del huso. 
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Figura 16,23 Mito sis abierta y 
cerrada. Durante la mitosis cerrada, 
la envuelta nuclear permanece intacta 
y los cromosomas migran a polos 
opuestos de un huso en el interior 
del núcleo. Durante la mitosis abierta, 
la envuelta nuclear se degrada 
y después se reforma en tomo a dos 
juegos de cromosomas separados. 


Una vez terminad a la profase, la célula entra en prometa fase — un perío- 
I do de transición entre la profase y la metaíase — . Durante la prometafase los 
rnerotúhulos del huso mitótico se anclan a los cinetocoros de los cromoso- 
! mas condensados, Los cinetocoros de las cromátidas hermanas se disponen 
I i los dos lados opuestos del cromosoma, por lo que se unen a los micro tribu- 
ios que surgen de los polos opuestos del huso. Los cromosomas se mueven 
hada delante y hacia atrás hasta que se alinean en la placa meta fásica en la 
mitad del huso. Llegado a este punto la célula ha alcanzado la metafase. 

La mayoría de las células permanecen en metafase poco tiempo antes de 
continuar a la anafa se. La transición de metafase a anafase se produce por la 
rotura de la unión entre las cromátidas hermanas, las cuales se separan y 
tú gran a polos opuestos del huso. La mitosis Analiza con la telofase, duran- 
te la cual los núcleos se regeneran y los cromosomas se descondensan. La ri- 
todnesis normalmente comienza durante la anafase tardía y se completa al 
- nal de la telofase, dando lugar a dos células hijas en interfase. 

Cdkl/Ciclina B y la progresión hacia la metafase 

La mitosis supone unos cambios muy importantes en va rios componentes ce- 
.ulares, que llevan a la reorgarázadón casi total de la estructura celular. Como 
va se trató anteriormente en este capítulo, estos procesos iniciados mediante 
ia activación de la proteíha quinasa Cdkl/ciclina B (MPF). Cdkl/ciclina B 
actúan como reguladores principales de la transición a la fase M tanto a tra- 
vés de la activación de otras proteína quinasa s mitóticas como por fosforila- 
ción directa de algunas de las proteínas estructurales que participan en esta 
reorganización celular (Fig. 16.24). 

La condensación de la cromatina interfásíea para dar lugar a los cromo- 
somas compactos de las células mitóticas es un suceso clave en la mitosis, 
ya que permite que los cromosomas se desplacen por el huso mitótico sin 
romperse y sin enredarse. Como ya se trató en el Capítulo 5, la cromatina en 
los núcleos interfásicos se condensa aproximadamente por un factor de mil 
para formar los cromosomas metafásicos, Esta cromatina tan condensa da 
f no puede transcribirse, por lo que la transcripción cesa ai producirse la con- 
densación déla cromatina, A pesar de 1a gran importancia de este hecho, to- 
davía no se comprende por completo ni ía estructura de los cromosomas 
metafásicos ni los mecanismos moleculares de la condensación de la croma- 
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Figura 16.24 Dianas 
del Cdkl/cklína B. El Cdkl/ddína B 
induce varios cambios en el núcleo 
y en el citoplasma durante la puesta 
en marcha de la fase M; tanto mediante 
la activación de otras proteínas 
quinases y mediante la fosforilación 
de proteínas como condensinas, 
componentes de la envuelta nuclear, 
proteínas de matriz del Golgi, y 
proteínas asociadas con centrosomas 
y mícrottíbiilos. 
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tina. Sin embargo, recientemente se han descrito unos complejos proteicos 
denominados condensinas, que son miembros de una clase de proteínas át 
«mantenimiento estructural de la crom atina» (SMC: structural maintena^m 
of ehromatin) que juegan papeles clave en la organización de los cromen - 
mas eucariotas* 

Las condensinas y otra familia de proteínas SMC, denominadas cohesi ni&, 
contribuyen a la segregación c r orno só mica durante la mitosis (Fig. 16*25 
Las cohesinas se unen al ADN en fase S y mantienen la unión entre las ero* 
mátidas hermanas después de la replicación del ADN. Cuando la célula er 
tra en la fase M, las condensinas son activadas mediante fosforilación ce 
Cdkl/ciclina B. Las condensinas a continuación reemplazan a las cohesir m 
a lo largo de la mayor parte del cromosoma, de forma que las cromátidas 
hermanas permanecen unidas sólo por el cent romero, Las condensinas tar 
bien inducen la condensación cromatínica, desencadenando la formadS 
de cromosomas metafásícos. 

La degradación de la envuelta nuclear, que es uno de los eventos mas 
dramáticos de la mitosis, implica modificaciones en todos sus componen- 
tes; las membranas nucleares se fragmentan, los complejos de poro nuclear 
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Figura 16.25 Acción de las cohesinas y condensinas. 

Las cohesinas se unen al ADN durante la fase S y mantienen 

dicha unión entre cromátidas hermanas después de la replicación 

del ADN en S y en G 2 . A medida que la célula entra en la fase M, 

las cohesinas son sustituidas por condensinas a lo largo 

de la mayor parte del cromosoma, permaneciendo únicamente 

en el centrómero. La fosforilación por Cdkl activa 

a las condensinas, lo que dirige la condensación cromatínica. 
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se disocian, y la Lámina nuclear se despolimeriza, La despolimerización de 
la lámina nuclear (la red de filamentos que subyacen a la membrana mi- 
near) resulta de la fosforilación de las lamininas por Cdkl (Fig. 16,26), La 
fosforilación causa la rotura de los filamentos de laminina en dímenos indi- 
viduales de laminina, desencadenando directamente la despolimerización 
de la lámina nuclear Cdkl también fosforila a diversas proteínas en la 
membrana nuclear interna y en el complejo del poro nuclear, desencade- 
nando el desensamblaje de los complejos de poro nuclear y La separación de 
la membrana nuclear interna de las lamininas y la croma lina. En las células 
animales, las proteínas integrales de la membrana nuclear son absorbidas a 
continuación en el retículo end oplásmico, que permanece como una red in- 
tacta y se distribuye a las células hijas durante la mitosis. 

Ei aparato de Golgí se fragmenta en pequeñas vesículas en la mitosis, 
que pueden ser absorbidas por el retículo endoplásmrco o distribuidas di- 
rectamente a las células hijas durante la dtocinesis. La degradación del apa- 
rato do Golgi depende de la fosforilación de diversas proteínas de la matriz 
del Golgi por Cdkl y otras protema quinasas activadas durante la mitosis. 
Algunas de estas proteínas de la matriz del Golgi (como GM130 y GRASP-65) 
son necesarias para el acoplamiento de las vesículas recubiertas de COP1 a 
la membrana del aparato de Golgi; su fosforilación por acción de Cdkl inhi- 
be el acoplamiento y la fusión de las vesículas, lo que provoca la fragmenta- 
ción de dicho aparato. 


Figura 16.26 Degradación 
de la envuelta nuclear. Cdkl /eidim B 
fosforila las lamininas nucleares 
además de proteínas del complejo 
del poro nuclear y de la membrana 
nuclear interna. La fosforilación 
de las lamininas causa que los 
filamentos que forman la lámina 
nuclear se disocien en diareros Ubres 
de laminina. 
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Figura 16.27 Micro grafía electrónica de microtúbulos unidos al cmetocoro 
de un cromosoma. (Conly L, Rieder/Biological Photo Service.) 


La reorganización dei dtoesqueleto que culmina en la formación del huso 
mí fótico resulta de la inestabilidad dinámica de los microtúbulos (véase 
Cap. 12). Al principio de la pro fase, la activación de Cdkl da lugar a la sepa- 
ración de los centrosomas, que fueron duplicados durante la fase S, Los cerv 
trasoirías a continuación se desplazan hacia sitios opuestos del núcleo y su- 
fren un proceso de maduración durante el cual se agrandan y reclutan 
y-tubulina y otras proteínas necesarias para el ensamblaje del huso. La ma- 
duración del centrosoma y el ensamblaje del huso implican la actividad de 
proteína quinasas de las familias Aurora y quinasa semejante a Polo, que s* 
localizan en el centrosoma. Al igual que Cdkl, las quinasas semejante a Polo 
y Aurora son activadas en células mitóticas, y juegan papeles importantes 
en la formación del huso y la función del cmetocoro, además de en la citoci- 
nesis. La tasa de renovación de microtúbulos incrementa de 5 a 10 veces du- 
rante la mitosis, resultando en la despolimerización y el encogimiento de los 
microtúbulos durante la ínterfase. Se cree que esta tasa incrementada resu - 
ta de la fosforilación de las proteínas asociadas a microtúbulos, por la acriora 
de Cdkl u otras proteínas quinasas mitóticas, como Aurora o la quinasa se-l 
mejante a Polo. El número de microtúbulos que emana de los centrosorrui' 
también aumenta, de forma que los microtúbulos durante la interfase sor 
sustituidos por grandes cantidades de microtúbulos cortos que radian dt*r- 
de los centrosomas. 

La rotura de la envuelta nuclear permite a algunos de los microtúbulcs 
del huso unirse a los cmetocoros de los cromosomas (Fig. 16.27), comenzar- 
do entonces el movimiento de los cromosomas que caracteriza a la prome- 
tafase. Entre las proteínas que se reúnen en el cinetocoro se incluyen «moto- 
res» de microtúbulos, que dirigen el movimiento de los cromosomas hac i 
los extremos negativos de los microtúbulos del huso, los cuales están anel - 
dos al centrosoma. A la acción de estas proteínas que llevan a los cromoso- 
mas hacia el centrosoma, se opone el crecimiento de los microtúbulos di 
huso, que empuja a los cromosomas alejándolos de los polos del huso. Per 
tanto, los cromosomas en la prometafase se agitan hada delante y hacu 
atrás entre los centrosomas y la zona media del huso. 

Los microtúbulos de los polos opuestos del huso se acaban uniendo a ios* 
dos cmetocoros de las cromátidas hermanas (que se localizan en lados 
opuestos del cromosoma), y el equilibrio de fuerzas que actúa sobre los ct - 
mosomas hace que éstos queden alineados en la placa metafásica en la rr - 
tad del huso (Fig. 16.28). Como se analizó en el Capítulo 12, el huso cons- 
te en microtúbulos cinetocórlcos y cromosómicos, que se encuentran unid - 
a los cromosomas, además de microtúbulos polares, que solapan entre si es 
el centro de la célula. Adicionalmente, los microtúbulos astrales cortos ra- 
dian hacía el exterior desde los centrosomas hacia la periferia celular. 

Punto de control de ensamblaje del huso y progresión 
hacia anafase 

Como ya se mencionó anteriormente en este capítulo, el punto de conlrul 
de ensamblaje del huso moni to riza el alineamiento de los cromosomas & 


Figura 16,28 Huso metafásico. (A) Hl huso está constituido por tres tipos 
de microtúbulos. Los microtúbulos cinetocó ricos se andan a los cromosomas, 
los microtúbulos polares se superponen entre si en el centro de la célula, 
y los microtúbulos astrales irradian desde el centrosoma hacía la periferia celular 
(R) Célula en metalase dei pez corégono. (B, Mi cha el Abbev /Photo Researchers, Inc 
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Figura 16.29 Punto de control del ensamblaje del huso. La progresión 
liada la anafase está mediada por La activación de la ubiquitina ligasa 
del complejo promotor de la anafase ddosoma (APC/C). Los dnetocoros libres 
dan lugar al ensamblaje y activación de un complejo formado por proteínas 
Mad/Bub que inhiben aí APC/C al unirse a Cdc20. Una vez que todos ios 
cromosomas se encuentran alineados sobre el huso, el complejo Mad/ Bub 
se disocia, eliminando la inhibición por Cdc20 y dando lugar a la activación 
de APC. APC/C ubiquítlniza a la delina B, dando lugar a su degradación y 
a la inactivación de Cdkl. Adicionalmente, APC/C ubiquitiniza a la securina, 
dando lugar a la activación de la separasa. La separasa degrada una subunidad 
de !a cohesina, rompiendo el enlace entre cromátidas hermanas e iniciando 
la ana fase. 



el huso metafásico. Una vez que esto se ha producido, la célula inicia la ana- 
rase y completa la mitos is. El paso de la metafase a la anafase se debe a la 
proteólisis de proteínas reguladoras mediada por las ubiquitinas, la cual 
se dispara por la activación de una E3 ubiquitina ligasa (véanse Figs. 8,43 
8.44) denominada complejo promotor de la anaíase/ciclosoma f APC/O. 
_a activación del APC/C del complejo promotor de la anafase se induce al 
comienzo de la mitosis, por lo que la activación de Cdkl/cicllna B, en últi- 
ma instancia, provoca su propia destrucción . El APC/C sin embargo, per- 
manece inactivo hasta que la célula rebasa el punto de control de la metafa- 
se, después del cual la activación del sistema de degradación constituido 
oot las ubiquitinas permite el paso de la metafase a la anafase y la progre- 
sión a través del resto de la mitosis. 

El punto de control de ensamblaje del huso es notable en que la presencia 
de un solo cromosoma no alineado es suficiente para impedir la activación 
del APC/C. El punto de control está mediado por un complejo de proteí- 
nas, denominadas proteínas Mad/Bub, que se unen a Cdc2G — un compo- 
nente necesario para el APC/C (Fig. 16.29) — . Las proteínas Mad/Bub se 
ensamblan en un complejo activo en cinetócoros libres. Una vez que los mi- 
:rotúbulos se han unido a los cinetócoros, el complejo Mad/Bub se desen- 
sambla y cesa la inhibición de Cdc2D, dando lugar a la activación del 
APC/C 

La activación del APC/C resulta en la ubiqui ti nación y degradación de 
dos proteínas diana clave. El comienzo de la anafase resulta de la degrada- 
ción proteolítica de un componente de las cohesinas, que mantiene la cone- 
xión entre cromátidas hermanas mientras que están alineadas en la placa 
metafáska (véase Fíg. 16.25). La degradación de las cohesinas no está catali- 
zada directamente por el APC/C, que sin embargo degrada a una proteína 
denominada securina que es una subunidad reguladora de una proteas a 


■ Las anomalías en la segregación 
cromosómica resultantes de fallos 
del punto de control de ensamblaje 
del huso son comunes en las 
células cancerosas y se cree que 
juegan un papel importante en el 
desarrollo de múltiples tumores. 
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Figura Í6.50 Célula de peí corégono 
en anafase. (Michael Abbey/ Photo 
Researchers, Inc*) 
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Animación web 


Citocmas en las plantas 
superiores 

Durante Ea división celular, una célula 
vegetal divide su citoplasma 
depositando vesículas del Colgi que 
contienen precursores de la pared 
celular en el punto previo de Ja placa 
metafásica, construyendo una estructura 
mayor y con forma discoidal que crece 
hacia e¡ exterior y se fusiona con Ea 
membrana p [asmática. 


denominada separase La degradación de la securina resulta en la activa- 
ción de la separasa, que a su vez degrada la cohesina. La escisión de la cohe- 
sina rompe la unión entre croma tí das hermanas, permitiendo que su segre- 
gación moviéndose hacia polos opuestos del huso (Fig, 16.30), La separador 
de los cromosomas durante la anafase procede a continuación, como resis- 
ta do de la acción de diversos tipos de proteínas motoras asociadas con los 
microtubulos del huso (véanse Figs. 12,59 y 12,60). 

La otra proteína reguladora clave que es una diana para la acción de las 
ubiquitinas y para la degradación por el APC/C, es la ciclma R. La degrada- 
ción de la cidina B provoca la inactivación del Cdkl, lo que se requiere para 
que la célula abandone la mitosis y retorne a la interfase. Muchos de los 
cambios celulares que tienen lugar en estos pasos son -sencillamente los pro- 
cesos inversos a los que induce el Cdkl durante la entrada en la mitosis. Per- 
ejemplo, el ensamblaje de la envuelta nuclear, ia descondensación de la cro- 
ma tina, y la vuelta de los microtubulos a un estado interfásico se deben 
probablemente, a la pérdida de la actividad del Cdkl y a la desfosfori 1 a rior 
de aquellas proteínas que habían sido fosforita das por el Cdkl al princip: 
de la mitosis. Como se verá a continuación, la inactivación del Cdkl tam- 
bién provoca la cítocinesís, 

Citocinesis 

Normalmente, tras la conclusión de la mitosis se produce la atocines!? 
dando lugar a dos células hijas. La citocinesis suele comenzar en la anafase 
tardía y se desencadena por la inactivación del Cdkl, lo que coordina la di- 
visión nuclear con la división dtoplasmática de la célula. Como ya se vio er 
el Capítulo 12, la citocinesis de las células animales se produce mediante un 
anillo contráctil de filamentos de actina y miosina II que se forma debajo de 
la membrana plasmática (Fíg* 1631). La localización de este anillo quedii 
determinada por la posición del huso mito tico, por lo que la célula se divi- 
de por un plano que pasa a través de la placa metafásica, perpendicular al 
huso. A medida que los filamentos de actina y miosina se contraen, estos ti- 
ran de la membrana plasmática, lo que hace que la célula se estrangule 
quede dividida en dos, A continuación, se rompe el puente entre las dos cé- 
lulas hijas, y la membrana plasmática se vuelve a sellar. 

El mecanismo de la citocinesis es diferente en las células de las plan tas 
superiores. En vez de ser estranguladas y divididas en dos por el anillo con- 
tráctil , estas células se dividen mediante la formación de nuevas paredes ce- 
lulares y de nuevas membranas plasmáticas dentro de la célula (Fig, 16,32 


(A) 


Figura 16.31 Citocinesis de las 
céi u las a n i ma les. (A) Laci tocinesis 
se produce por la contracción 
de un anillo de filamentos de actina 
y miosina que estrangula a la célula 
dividiéndola en dos. (B) Mi orografía 
electrónica de barrido de un huevo 
de rana que está sufriendo la 
citocinesis. (B r David M. Phillips/ 
Visuals Unlirmted.} 
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Er. U tdofase temprana, vesículas del aparato de Golgi que portan precur- 
- res de la pared celular se unen a los microtübulos del huso y se acumulan 
en el lugar de la placa metafísica. Entonces estas vesículas se fusionan for- 
jando una estructura grande, en estructura discoide y envuelta por mem- 
brana, y su contenido en polisacándos se ensamblan para formar la matriz 
una nueva pared celular (denominada placa celular). La placa celular se 
emende hacia fuera, perpendicular al huso, hasta que alcanza la membrana 
plasmática* La membrana que rodea la placa celular a continuación se fu- 
sama con la membrana plasmática parentai, dividiendo a la célula en dos, 
las conexiones entre células hijas (plasmodesmas, véase Fig. 14.30) se for- 
«tan como resultado de una fusión incompleta de las vesículas durante la 
;morinesis, 

Meiosis y fecundación 

Los ciclos de las células somáticas tratados hasta el momento en este capítu- 
lo daban lugar a dos células hijas diploides con una dotación genética idén- 
tica* Por el contrario, la meiosis es un tipo de ciclo celular especializado que 
seduce el número de cromosomas a la mitad, dando lugar a células hijas ha- 
ploides* Los eucariotas unicelulares, como las levaduras, pueden sufrir 
meiosis así como reproducirse por mitosis, Por ejemplo, la levadura diploi- 
áe Snccharomyces cereüisiae sufre la meiosis y produce esporas cuando se en- 
cuentra en condiciones ambientales desfavorables. Sin embargo, en las 
plantas y en los animales pluricelulares la meiosis sólo se produce en las ce- 
nias germinales, donde resulta esencial para la reproducción sexual Mien- 
tas que las células somáticas realizan la mitosis para proliferar, en las célu- 
as germinales tiene lugar la meiosis para producir gametos haploides (el 
espermatozoide y el óvulo). El desarrollo de un nuevo organismo comienza 
con la fusión de estos gametos en la fecundación. 

Proceso de la meiosis 

A diferencia de la mitosis, la meiosis supone la división de una célula pa- 
ren tal diploide en una progenie haploide, de tal manera que cada célula 
contiene sólo un miembro del par de cromosomas homólogos presentes en 
el progenitor diploide {Fig* 16.33). Esta reducción en el numero de cromoso- 
mas se realiza mediante dos rondas consecutivas de división nuclear y celu- 
ar (denominadas meiosis 1 y meiosis 11), que ocurren tras una única ronda 
de repticación del ADN. Al igual que la mitosis, la meiosis I comienza des- 
cues de que finalice la fase 5 y de que los cromosomas pa renta les se hayan 
replicado para producir cromátidas hermanas idénticas. Sin embargo, el pa- 
rrón de la segregación de los cromosomas en la meiosis I es muy diferente al 
de la mitosis. Durante la meiosis I, los cromosomas homólogos primero se 
emparejan unos con otros y luego segregan a células hijas diferentes* Las 
cromátidas hermanas permanecen unidas, por lo que tras la meiosis I se ob- 
tienen células hijas que contienen un único miembro de cada par cromosó- 
mico (cada uno de los cuales está constituido por dos cromátidas herma- 
nas), Tras la meiosis 1 se produce la meiosis II, que se asemeja a la mitosis en 
que las cromátidas hermanas se separan y segregan a diferentes células hi- 
¡as. Por tanto, la meiosis lí da como resultado cuatro células hijas haploides, 
cada una de las cuales contiene una copia de cada cromosoma. 

El apareamiento de los cromosomas homólogos tras la replicadón del 
AQN no sólo es un proceso da ve que subyace a la segregación de los cro- 
mosomas en la meiosis, sino que también permite la recombinación entre 
los cromosomas de origen paterno y materno. Este emparejamiento crucial 
de los cromosomas homólogos tiene lugar durante una larga profase en la 
meiosis 1, que se divide en cinco etapas (leptoteno, zi guie no, paquiteno, di- 




Figura 16*32 Citocinesis en las 
pl a nta s superiores. Las vesícul a s 
del Golgi que contienen precursores 
déla pared celular se unen 
a los microtübulos polares, en el lugar 
donde se encontraba la placa 
metafásica. La fusión de estas vesículas 
da lugar a una estructura discoide, 
rodeada de membrana (la placa celular 
temprana) que crece hacia afuera y que 
se funde con la membrana plasmática 
paren tal. Las células hijas permanecen 
conectadas en los plasmodesmas. 
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Figura 16.33 Comparación de Ja 
meiosis y Ja mito sis. Tanto la meiosif 
como Ja mitosis comienzan tras 
Ja replicadón del AON, por lo que cae* 
cromosoma está constituido por dos 
croma tid as hermanas. En la meiosis i 
los cromosomas homólogos se aparean 
y entonces segregan a células diferentes 
Dorante la meiosis U las cromátidas 
hermanas se separan, lo que se áseme» 
a una mitosis normal. Por tanto, 
la meiosis da Jugar a cuatro células 
hijas haploides. 




Animación web 


Meiosis 

Durante la meíoís, una célula se divide 
para producir células hijas con la mitad 
del número de cromosomas que una 
célula pa renta!. 


JAc 



Animación web 


Comparación de meiosis I 
y mitosis 

Una diferencia entre la mitosis y la 
meiosis puede observarse durante la 
metafase -durante 3a mitosis, fos 
cromosomas homólogos se alinean 
separadamente sobre la placa 
metala sica, mientras que en la metafase 
de la meiosis I, los cromosomas 
homólogos se alinean por parejas en la 
placa metaf astea. 


pío teño y diacinesis) en función de la morfología cromosómica {Fig, 16,34 
La recombinación se produce con una elevada frecuencia durante la mei - 
sis, y se inicia por roturas de doble hebra que se inducen en la profase terr 
prana meiática (leptoteno) por la acción de una endonucleasa altamente 
conservada denominada Spoll , Como se estudió en el Capítulo 6, la forma- 
ción de roturas de doble hebra lleva a la formación de regiones de heb:^ 
sencilla que invaden un cromosoma homólogo mediante el apareamient 
de bases complementarias (véase Fíg. 6.33), La asociación estrecha de los 
cromosomas homólogos (sinapsls) comienza durante la etapa de zigoter 
Durante esta etapa una estructura proteica a modo de cremallera, denomi- 
nada complejo sinaptofiémtco, se forma a lo largo de los cromosomas apa- 
reados (Fig. 16.35). Este complejo mantiene a los cromosomas homólogos 
estrechamente unidos y alineados el uno con el otro durante la etapa de r - 
quiteño, que se puede prolongar durante varios días. La recombinación as- 
iré los cromosomas homólogos se completa durante su asociación en la eta- 
pa de paquiteno, permaneciendo Jos cromosomas unidos en los lugares dt 
sobrecruzamiento (quiasmas). Los complejos sinap tenérmeos desaparece? 
en la etapa de diploteno, y los cromosomas homólogos se separan. Sin em- 
bargo, es importante destacar que permanecen unidos en los quiasmas la 
que es esencial para que se alineen correctamente cu la metafase. Llegad 
este punto, cada par c rom osó mico (denominado bivalente) está constituid 
por cuatro cromátidas con quiasmas visibles (Fig. 16.36). La diacinesis ^ 
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figura 16.34 Etapas de la profase 
Ja meiosis 1, Micrografías que 
ttuestrtin la morfología de ios 
ísomosomas del lirio, (C 
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Hasenkampf/ Biológica! Photo 
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etapa final de la profase L, supone la transición a la meta fase, durante la que 
k* cromosomas se condensan por completo. 

Durante la metalase T, los cromosomas bivalentes se alinean en el huso. 
A diferencia de la mitosis (véase Fig. 16.28), los cinetocoros de las croma ti- 
das hermanas están adyacentes el uno al otro y se orientan en la misma di- 
rección, mientras que los cinetocoros de los cromosomas homólogos están 
í ¿rígidos hacia los polos opuestos del huso (Fig. 16,37). Por tanto, los micro- 
tríbulos del mismo polo del huso se unen a las cromátidas hermanas, mien- 
tras que los microtubulos de polos opuestos se unen a los cromosomas ho- 
mólogos. La ana fase 1 comienza con la rotura de los quiasmas por ¡os que se 
mantienen unidos los cromosomas homólogos. Entonces los cromosomas 
homólogos se separan, mientras que las cromátidas hermanas permanecen 
unidas por sus centróme ros. Por tanto, tras finalizar la meiosis L cada célu- 
la hija ha recibido un miembro de cada par de homólogos, constituido por 
dos cromátidas hermanas. 


Animación web 
Profase I de la meiosis 


La profase I de la meiosis consiste en 
cinco estadios, durante los cuales los 
cromosomas se condensan y los 
cromosomas homólogos se emparejan 
entre si y se recombinan. 



Figura 16.35 Complejo smaptarrémrco* Los bucles de croma tina se andan 
a los elementos laterales, que están unidos medíante un elemento central 
con una estructura a modo de cremallera. 
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Figura 16*36 Cromosoma bivalente en la etapa de diploteno. El cromosoma 
bivalente está constituido por los cromosomas homólogos apareados. 

Las cromátídas hermanas de cada cromosoma se unen por el cen húmero. 

Las cromátídas de los cromosomas homólogos se unen por los quiasmas, 
que son los sitios donde se ha producido la recombinación genética, 

(B. John/Visuals Unlimited*) 
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Animación web 


Formación de cuerpos polares 

Durante la meiosis en las hembras de 
vertebrados, las divisiones metálicas a 
menudo son asimétricas, resultando en 
un solo ovocito grande y cuerpos 
polares mucho más pequeños. 



Metalase I 


del huso 


Ansíase l 


-< 


Cinatocoros 
de las cromátídas 
hermanas 


La meiosis 11 comienza inmediatamente después de la citocínesis, nt 
malmente antes de que los cromosomas se hayan descenderla do por com- 
pleto. A diferencia de la meiosis l, la meiosis ti se asemeja a una mitosis nor- 
ma!. En la meta fase II, los cromosomas se alinean en el huso de tal manen 
que los micro tribuios de los polos opuestos del huso se unen a los cine toco- 
ros de las cromátídas hermanas. La unión entre los centrómems de las ero 
mátidas hermanas se rompe en la anafase 11, y las cromátídas hermanas Se- 
gregan a polos opuestos, A continuación se produce la citocinesís, dando» 
lugar a células hijas ha pl oí des. 

Regulación de la meiosis en los Gocitos 

Los Gocitos (óvulos en desarrollo) de los vertebrados han sido modelos es- 
pecialmente útiles para investigar el ciclo celular debido, en gran parte, a sui 
gran tamaño y a que se manipulan fácilmente en el laboratorio. Un claro 
ejemplo de esto, que ya se trató anteriormente en este capitulo, lo propor- 
ciona el descubrimiento y la posterior purificación del MPF (Cdkl/ridina B 
de oocitos de rana* La meiosis de estos cacitos, al igual que la de otras espe- 
cies, se regula en dos únicos puntos del ciclo celular, y los estudios sobre la 
meiosis de los oocitos han dado a conocer nuevos mecanismos de conti. 
del ciclo celular. 

El primer punto de regulación de la meiosis de los oocitos aparece en 
etapa de diploteno de la primera división meiótica (Fig. 1638), Los oocit - 
pueden permanecer detenidos en esta etapa durante largos períodos de 
tiempo — hasta 40 o 50 años en el ser humano — . Mientras permanecen de- 
tenidos en diploteno, los cromosomas de los oocitos se descondensan y se 
transcriben activamente. Esta actividad transcripcional se refleja en el grar 
crecimiento de los oocitos durante este periodo. Por ejemplo, los oocitos hu- 
manos tienen cerca de 100 Jim de diámetro {más de cien veces el volumer. 
de una célula somática típica)* Los oocitos de rana son incluso mayores, con 
diámetros aproximadamente de 1 min. Durante este período de crecimien: 
celular los oocitos acumulan gran cantidad de material de reserva, inclu- 
yendo ARN y proteínas, que se necesitan para mantener el desarrollo teir 
prano del embrión. Como ya se mencionó anteriormente en este capítulo 
los ciclos celulares embrionarios tempranos tienen lugar sin que se produz- 
ca crecimiento celular, dividiéndose el óvulo fecundado rápidamente en ce- 
lulas más pequeñas (véase Fíg. 16.2). 

Los oocitos de las diferentes especies varían respecto a cuándo se reanu- 
da la meiosis y tiene lugar la fecundación. En algunos animales, los oocit - 
permanecen detenidos en la etapa de diploteno hasta que son fecundados 
y sólo entonces prosigue la meiosis. Sin embargo. Los oocitos de la mayoría 


Figura 16.37 Segregación cmmosómica en la meiosis L En la metalase I, 
los cine toe oros de las ©comátidas hermanas se encuentran fusionados o adyacente? 
el uno al otro. Los micro tríbulos procedentes del mismo polo deí huso se unen 
a los cinetocoros de las cromátídas hermanas, mientras que los microtubulos 
procedentes de polos opuestos se anclan a los cinetocoros de cromosomas 
homólogos. Los quiasmas se rompen en la anafase 1 y los cromosomas homólogos 
migran a polos opuestos del huso. 
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-igura 16.38 Meiosis de los oocitos de los vertebrados. La meiosis se detiene 
¿n la etapa de diploteno, durante la qLEe los oocitos crecen hasta alcanzar un gran 
tamaño. Entonces los oocitos reanudan la meiosis en respuesta a la estimulación 
hormonal v completan la primera división me i ó tica, en la que una atocines ís 
asimétrica da lugar a un cuerpo polar pequeño. La mayoría de los oocitos 
ie los vertebrados vuelve a detenerse en la metafase II, 


de los vertebrados (incluyendo las ranas, los ratones y los humanos) reanu- 
dan la meiosis en repuesta a una estimulación hormonal y prosiguen a tra- 
es de la meiosis I antes de la fecundación. La división celular tras la meio 
?:s I es asimétrica, dando lugar a un cuerpo polar pequeño y a un corito que 
mantiene su gran tamaño. Entonces el oocito se dispone a entrar en la meio- 
sis II sin haber reconstituido el núcleo o sin que se hayan descondensado 
sus cromosomas. La mayoría de los oocitos de los vertebrados se vuelve a 
detener en la metafase II, donde permanecen hasta la fecundación, 

Al igual que la fase M de las células somáticas, la meiosis de los oocitos 
está controlada por la actividad de los complejos Cdkl /ciclina B. La regula- 
ción de Cdkl durante la meiosis de los oocitos manifiesta características 
micas que son responsables de la progresión meiosis I a la meiosis II y de la 
detención en la metafase II (Fig, 16,39). La estimulación hormonal de los co- 
itos detenidos en diploteno hace que se reanude la meiosis al activar a 
Cdkl, al igual que sucede en el paso de G 2 a M en las células somáticas. En- 
tonces, al igual que en la mitosís, Cdkl induce la condensación de los cro- 
mosomas, la rotura de la envuelta nuclear, y la formación del huso, A partir 
.ie aquí, la activación del complejo B promotor de la anafase del osoma 
APC/C) induce el paso de metafase a anafase de la meiosis I, junto con una 
disminución en la actividad del Cdkl. Sin embargo, en contraste con la mi- 
tosis, la actividad de Cdkl sólo se ve parcialmente reducida, de modo que 
?! oocito permanece en la fase M, la cromatina permanece condensada, y las 



Diploteno 


Metafase ! 



Metafase If 






■ Los animales pueden donarse 
mediante el procedimiento de la 
transferencia nuclear de células 
somáticas en el que el núcleo de 
una célula somática es transferido 
a un oocito en metafase II en el 
cual se han eliminado Eos 
cromosomas normales. A 
continuación, el oocito se estimula 
para que empiece la división y tras 
su implantación en una madre 
adoptiva, puede dar lugar a un 
animal genéticamente idéntico al 
donante del núcleo de la célula 
somática. Desde la donadón déla 
oveja Dolly en 1997, esta tecnología 
se ha utilizado para crear 
descendencia donada de diversas 
especies de mamífero. También 
ofrece el potencial del donaje 
terapéutico para el tratamiento de 
diversas enfermedades humanas. 


Mgura 16,39 Actividad del Cdkl/cidina B durante ta meiosis de los oocitos. 

La estimulación hormonal de los oocitos en diploteno activa al Cdkl / ciclina B, 
o que da lugar a que se pase a la metafase I. La actividad de Cdkl / ciclina B sólo 
disminuye parcialmente en la transición de metafase 1 a anafase í, v el oocito 
permanece en fase M. Una vez completada la meiosis L la actividad de Cdkl/cidina 
B aumenta de nuevo y permanece elevada durante ta detención en metafase 1L 
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Célula Inyectada 


Microinyección 
da citoplasma 


Embrión da 


dos células 


Fi gu r a 1 6 . 40 Id entif i ca t ión d e I f a cto r cito státi co. Se m ic roi nyecta el ci top 1 asm • 

de un óvulo en metafase II en una célula de un embrión constituido por dos células 
La célula embrionaria inyectada se detiene en metalase, mientras que la célula 
que no ha sido inyectada continúa su división. Por tanto, un factor en el citoplasma 
del óvulo en metafase II (factor citostático) ha inducido la detención 
en metafase de la célula embrionaria inyectada. 


envueltas nucleares no se vuelven a formar. Después de la atocines i s, au- 
menta de nuevo la actividad de Cdkl y se mantiene durante el tiempo que 
el óvulo permanece detenido en metafase 11. Por tanto, un mecanismo regu- 
lador único de los oocitos mantiene la actividad del Cdkl durante la transi- 
ción de metafase a anafase de la meiosís 1 y la subsiguiente detención er 
metafase II, lo que bloquea el paso de metalase a anafase en la meiosís Ií \ 
la inactivación del Cdkl que tendría lugar debido a la proteólisis de la cid - 
ria B durante una fase M normal. 

El factor responsable de la detención en la metafase II lo identificaron por 
primera vez Yoshío Mashui y Clemcnt Markert en 1971, en el mismo con- 
junto de experimentos que llevaron al descubrimiento del MPR Sin embar- 
go, en este caso, se inyectó el citoplasma de un huevo que estaba de teñid* 
en la metafase 0 en una célula de embrión temprano que estaba sufrí ende 
ciclos celulares mitótkos (Fig, 16.40). Tras esta inyección del citoplasma de 
huevo, la célula embrionaria se detuvo en metafase, lo que indicaba que 
detención en la metafase se inducía por un factor cito plasmático presente er 
el huevo. Debido a que este factor detenía la mitosis, se le denominó factor 
citostático (CSF), 

Experimentos más recientes han identificado a una proteína serina/trei> 
nina qu masa denominada Mos como un componente fundamental del CSF 
Mes se sintetiza específicamente en los oocitos, alrededor del final de \¿ 
meiosís 1, y entonces se requiere tanto para el mantenimiento de la activi- 
dad del Cdkl/ciclina B durante la transición de metafase a anafase de La 
meiosís I, como durante la detención en metafase IL La acción de Mos s-. 
debe a la activación de una quinasa MAP ERK, que desempeña un papt. 
central en las vías de la señalización 
celular tratadas en el capítulo ante- 
rior Sin embargo, ERK desempeña 
un papel diferente en los oocitos; ac- 
tiva otra protema quinasa denomi- 
nada Rsk, que mantiene la actividad 
de MPF estimulando la síntesis de 
eiciina B e inhibiendo la degrada- 
ción de ciclina B (Fig. 16.41 ). La inhi- 


Figura 16.41 Mantenimiento de la 
actividad de Cdkl/ciclina B por la 
proteina quinasa Mos. La protema 
quinasa Mus mantiene la actividad 
Cdkl / ciclina B tanto estimulando la 
síntesis de ciclina B como inhibiendo 
la degradación de ciclina B por parte 
del complejo promotor de la anafase 
cid osoma (APC/C). Las proteína 
quinasas MEK, LRK y Rsk modulan la 
acción de Mos. Rsk fosforila la proteína 
Emí2/Erpl, la cual inhibe al complejo 
APC/C al unirse a Cdc2Ü. 
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Figura 16.42 Fecundación. 

Micrograffa electrónica de barrido 
de un espermatozoide humano 
fecundando im óvulo, (David M 
Philips/ Visual s Unlimited.) 


r:ción de la cielina B está mediada por la inhibición del complejo promotor 
oe la ana fase APC/C por una proteína conocida como EirúZ/Erpl, que es 
fe&ÍPrílada por acción de Rsk e inhibe a este complejo a través de su interac- 
ción con Cdc20 — de manera semejante a la detención del ciclo en el punto 
ét control del ensamblaje del huso por parte de las proteínas Mad/Bub (vé- 
ase Fig. 16,29) — ♦ Así, Mos mantiene la actividad de Cdkl / cidína B durante 
li meiosis de Gocitos, dando lugar a la detención de Gocitos en la metafase 
8 Los oocitos pueden permanecer detenidos en este punto del ciclo celular 
Caótico durante v arios días, esperando la fertilización, 

: scundación 

Ir la fecundación, el espermatozoide se une a un receptor en la superficie 
¿el óvulo y se fusiona con la membrana plasmática de éste, comenzando así 
d desarrollo de un nuevo organismo dipluide que contiene información ge- 
nética de ambos progenitores (Fig. 16,42)* La fecundación no sólo conduce a 
que se mezclen los cromosomas paternos y matemos, sino que también in- 
duce una serie de cambios en el citoplasma del óvulo que son críticos para 
el desarrollo posterior Estos cambios activan al óvulo, lo que hace que se 
complete la meiosis del oocito y que comiencen los ciclos celulares mitóti- 
oos del embrión temprano. 

Una señal fundamental, debida a la unión del espermatozoide a su re- 
:eptor en la membrana plasmática del óvulo, es el aumento en el nivel de 
Ca % en el citoplasma del óvulo, lo que posiblemente se deba a la activación 
ue la hidrólisis del fosfatidilínoSítol 4,5 bifosfato (PIFJ (véase Fig, 15*27). 
Un efecto de este aumento de Ca J+ intracelular es la inducción de alteracio- 
nes en la superficie que impiden la entrada de más espermatozoides en el 
óvulo* Este es un proceso fundamental para asegurar que se forma un em- 
brión diploide normal, puesto que ci óvulo permanece expuesto aun ele- 
vado número de espermatozoides. Se piensa que estas alteraciones se de- 
ren, al menos en parte, a la exocitosis inducida por Ca 2+ de vesículas 
secretoras que abundan debajo de la membrana plasmática del óvulo. La 
liberación de los contenidos de estas vesículas altera la cubierta extracelu- 
lar del óvulo, de tal manera que se bloquea la entrada de otros espermato- 
zoides* 

El aumento del Ca 2 ’ citosólico tras la fecundación también es una señal 
para que se complete la meiosis (Fig. 16.43). En los óvulos que permanecen 
detenidos en la metafase II, la transición de metafase a anafa se se pone en 
marcha mediante la activación del complejo promotor de la a n afase 


Óvalo en metafase II 
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| Síntesis del AON 



Entrada an la fas© M 


Los cromosomas 
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se alinean en el huso 



Embrión de 
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Figura 16.43 Fecundación y 
finalización de la meiosis. La 

fecundación induce el paso de la 
metafase U a la ana fase II, lo que da 
lugar a que se complete la meiosis del 
oocito y a la formación de un segundo 
cuerpo polar (que normalmente 
degenera)* El núcleo del 
espermatozoide se descondensa, por lo 
que el óvulo fecundado (zigoto) 
contiene dos núcleos haploídes 
(pronúdeos masculino y femenino). En 
los mamíferos, los pronúdeos replican 
su ADN a medida que se aproximan. 
Entonces comienza la mitos i s, y los 
cromosomas procedentes de ambos 
núcleos se alinean en un huso mí fótico 
común. Por tanto, tras la mítosis 
y la atocines is se obtiene un embrión 
formado por dos células y cada una de 
ellas contiene un genoma diploide. 
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■ La fertilización m vrtro (F IV) 
es empleada ampliamente para 
ayudar a las parejas infértiles» 

Una diversidad de trastornos 
reproductivos pueden ser tratados 
medíante este procedimiento en «J 
que los ovocitos en metalase II 
son recuperados desde el ovario, 
fertilizados in vífn? y a continuación, 
devueltos a fas trompas de Falopío 
o al útero de La madre. El primer 
bebé resultante de la fertilización 
m vitfo nació en 1978, y decenas 
de millares de parejas infértiles 
han sido tratadas mediante FIV 
desde entonces. 


APC/C, resultando de la fosforilación degradación Ca 2+ -dependiente di- 
inhibidor del APC/C Emi2/Erp] que se ocupa de mantener la detención de 
la metalase fl (véase Fig, 16.41). La degradación resultante de delina B y 
condensina da lugar a la comp loción de la segunda división meiótica, te- 
niendo lugar una cítodnesis asimétrica (al igual que en la meiosis l) y pro- 
duciendo un segundo cuerpo polar pequeño. 

Una vez que se ha completado la meiosis del oocito, el óvulo fecundad 
(ahora denominado z i goto) contiene dos núcleos haploides ( denominad os 
pronúdeos), cada uno proveniente de un progenitor. En los mamíferos, le- 
dos pro núcleos entran en fase S y replican su ADN a la vez que migran el 
uno hacía el otro. Cuando se encuentran, el zígoto entra en la fase M de se 
primera división mitótica, Las dos envueltas nucleares se rompen, y los cro- 
mosomas condensad os de origen paterno v materno se alinean en un mi- 
mo huso. El resultado al finalizar la mitosis son dos células embrionarias 
cada tma con un genoma dípioíde nuevo. Entonces comienza la serie de di- 
visiones celulares que, en último término, dará lugar al desarrollo de un 
nuevo organismo. 
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mitosis, interfase, citocmesis, 
fase M, fase G t , fase S, fase G ? , 
citómetro de flujo, separador 
celular de fluorescencia 


CICLO CELULAR EUCARIOTA 

Fases del ciclo celular; El ciclo celular de las células enea río tas se divide en 
cuatro fases diferenciadas: M, G 1v 5, y G*. La fase M consiste en la mitosis, a la 
que suele seguir la cítocinesis. La fase S es el período de la replicadón del 
ADN, 


STAR!, punto de restricción, G 0 


punto de control del ciclo 
celular, punto de control 
de lesiones al AON, punto de 
control del ensamblaje del huso 


factor promotor 
de la maduración (MPF), 
Cdkl, delina 


G„ defina, Cln, Cdk, Inhibidor de 
Cdk (CKI) 


Regulación del ciclo celular por el crecimiento celular i / por señales extrace- 
hilares: Las señales extracelulares y eí tamaño de la célula regulan la progre- 
sión a través de los puntos de control específicos del ciclo celular. 

Pimíos de control del ciclo celular: Los puntos de control y el control por re- 
troa limen tación, coordinan los procesos que tienen lugar durante las diferen- 
tes fases del ciclo celular y detienen el transcurso del ciclo celular si el ADN 
resulta dañado. 

Restringir la replicadón del ADN a una vez por ciclo celular: Una vez que se 
ha realizado la replicadón del ADN, se impide el comienzo de una nue\ a 
fase S hasta que la célula haya completado la mitosis. 

REGULADORES DE LA PROGRESIÓN DEL CICLO CELULAR 

Proteínas quinasas y la regulación del ciclo celular: El MPF es la maléem- 
ela ve responsable de regular el paso de a M en todos los eucariotas. E. 
VtPF es un dímero constituido por la ciclina B y por la proteína quinaba 
Cdkh 

Familias de cidinas y quinasas dependientes de ciclínas: Distintas pareja? 
constituidas por ciclinas y proteína quinasas relacionadas con Cdkl regulan 
la progresión a través de las diferentes etapas del ciclo celular. La actividad 
de las Cdk se regula mediante su asociación con las ciclinas, mediante fos- 
forilaciones activadoras o inhibidoras, y medíante la unión de inhibidores 
de Cdk, 
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Factores de crecimiento y /a regulación de las Cdk de G,: Los factores de cre- 
r.miento estimulan la proliferación de Las células animales induciendo la sín- 
tesis de cídinas de tipo D< Entonces los complejos Cdk4, 6/dclina D intervie- 
nen llevando a las células a través del punto de restricción en Un sustrato 
clave de los complejos Cdk4, 6/ cidina D es la proteína sup resora de tumores 
Kb, que regula la transcripción de genes que requieren la progresión del ciclo 
dolar, incluyendo la ciclina E. La activación de los complejos de 
Cdk2/ ciclina E es, por tanto, responsable de la entrada en la fase S. 

Puntos de control de lesiones en el ADN; El ADN lesionado o incompleta- 
mente replicado detienen la progresión del ciclo celular en G u S y G 2 . La de- 
tención del ciclo celular está mediada por proteínas quina sas que son activa- 
das por lesiones en el ADN e inhiben las Cdc25 fosfata sas, que son necesarias 
para la activación de las Cdk, En las células de mamífero, la detención en el 
punto de control de G t también está mediada por p53, que induce la síntesis 
T :el inhibidor de Cdk p21. 

ACONTECIMIENTOS DE LA FASE M 

Etapas de la mito sis; Clásicamente, la mitos is se divide en cuatro etapas: 
profase, meta fase, anafase y te i o fase. Los procesos fundamentales de la mito- 
sis incluyen la condensación de los cromosomas, la formación del huso mi- 
íótico, la rotura de la envuelta nuclear, y la unión de los nücrotúbulos de! 

' uso al cinetocoro de los cromosomas. Entonces Las croma tidas hermanas se 
separan y migran a los polos opuestos del huso. Por último, se vuelven a 
formar los núcleos, los cromosomas se descondensan y la cito emesis divide a 
la célula en dos. 

Cdkl/cicíina B y la progresión hacia la meta fase; 3a fase M comienza por la 
activación del Cdkl /ciclina B, que fosforila otras proteína quinasas así como 
a la mininas nucleares y otras proteínas de la envuelta nuclear, las conden si- 
nas y proteínas de ia matriz del GolgL La activación de Cdk I /ciclina B es res- 
ponsable de la condensación de la croma tina, de la rotura de la envuelta ñu- 
tí ear, de la fragmentación del retículo endoplásmíco y del aparato de Golgi, 
v de la reorganización de los mí crotúb ulos para formar et huso mito tico. El 
anclaje de los microtü bulos del huso a los cine toco ros de las c rom á ti das her- 
manas conducirá a que éstas se alineen en la placa meta fásica. 

El punto de control de ensamblaje del huso y progresión hacia an afase; La 
activación de una ubi quitina Jigasa denominada complejo promotor de la 
ana fase riclosoma (APC/C) provoca la degradación de proteínas regulado- 
ras clave en la transición déla metafase a la ana fase. La actividad del comple- 
jo promotor de la ana fase está inhibida hasta que la célula supera el punto de 
control de ensamblaje del huso y todos los cromosomas se encuentran co- 
rrectamente alineados sobre el uso. La proteólisís mediada por ubiquitinas, 
que la inició el complejo promotor de la ana fase, induce la degradación de la 
cohesina, lo que rompe la unión entre las croma tidas hermanas al inicio de la 
anafase. El complejo promotor de la ¿matase APC/C también ubiquitíniza a 
la ciclina B, desencadenando la activación de Cdkl y la salida de la mi tesis, 

Citocinesis; La inactivación del Cdkl /ciclina B también induce la citocinesis. 
En las células anímales la citocinesis se produce debido a la contracción de 
un anillo constituido por filamentos de aetina y miosina. En las células de los 
vegetales superiores !a citocinesis se lleva a cabo medíante la formación de 
una pared celular y de una membrana plasmática nueva en el interior de la 
célula. 


Rb, gen supresor de tumores, 
E2F 


ATM, ATR, quinase de punto de 
control, p53 


profase, metafase, anafase, 
telofase, centró mero, 
cinetocoro, centrosoma, huso 
mitótico, prometafase 


condensina, cohesina, Aurora 
quinasa, quinasa semejante 
a Polo 


complejo promotor de la 
anafase/cicl o soma (APC/C) 


anillo contráctil 
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meiosis, leptoteno, zigoteno, 
paquiteno, diploteno, 
diacinesis, sinapsis, complejo 
sinaptonémico, quiasma 


cuerpo polar, factor ci tosté tico 
(CSF), Mos 


fecundación, zigoto, pronúcleo 


Preguntas 

1. ¿En qué se parecen las células en G lt y 
G,? ¿En qué difieren? 

2. Considérese una célula de mamífero 
que se divide cada 30 horas. La observa- 
ción al microscopio indica que, en un 
momento dado, se encuentran en mito- 
sis el 3,3% de las células. Tras el análisis 
por eí citómetro de flujo se establece que 
el 53,3% de las células tiene una canti- 
dad de A.DN de 2n f el 16,7% tiene una 
cantidad de y el 30% tiene una canti- 
dad que oscila entre 2ti y 4u. ¿Cuál es la 
duración de Jas fases G }/ S, G> y M del ci- 
clo de estas células? 

3. La radiación daña al ADN y detiene la 
progresión del ciclo celular en puntos de 
control en G : , S y G 2 . ¿Por que resulta 
ventajoso para las células dañadas? 

4. ¿Cuáles son los mecanismos que re- 
gulan la actividad de las quinasas de- 
pendientes de ciclinas? 

5. El punto de control del huso retrasa el 
comienzo de la anafase hasta que todos 
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RESUMEN 


MEIOSIS Y FECUNDACIÓN 

Proceso de la meiosis: La meiosis es un ciclo celular especializado que da lu- 
gar a células hijas haploídes. A una única ronda de replicarión del ADN le si- 
guen dos divisiones celulares consecutivas. Durante la meiosis I, los cromo- 
somas homólogos primero se aparean y luego segregan a células hijas 
diferentes. La meiosis II se asemeja a una mítosis normal, en la que se sepa- 
ran las croma tidas hermanas. 

Regulado ti de la meiosis en los amitos: La meiosis de los Gocitos de los ver- 
tebrados se regula en dos únicos sitios del ciclo celular: en la fase de diplote- 
no en la meiosis 1, y en la metafase en la meiosis TI* La detención en la meta- 
fase II se debe a que el factor promotor de la mítosis es inhibido por una 
proteína quínasa que se expresa en los Gocitos, 

Fecundación: La fecundación induce la reanudación de la meiosis en el Doc- 
to medíante una activación, dependiente de Ga 2t , del complejo promotor de 
la ana fase A PC /C. El óvulo fecundado contendrá dos núcleos haploídes que 
formarán un nuevo genoma diploide, y comenzarán las divisiones celulares 
embrionarias. 


los cromosomas se encuentran correcta- 
mente alineados sobre el huso. ¿Cuál se- 
ria el resultado si un fallo de este punto 
de control permitiese que se iniciara la 
anafase mientras uno de los cromoso- 
mas todavía se encontrase unido a los 
microtúbulos de un único centrosoma? 

6* ¿Qué procesos celulares se verían 
afectados por la expresión de ARNsi di- 
rigido frente a Cdk7? 

7, El inhibidor de Cdk, p!6, se une de 
manera específica a los complejos Cdk4, 
ó/eiclína D. ¿Cuál sería el efecto espera- 
do de una sobreexpresión de p!6 sobre 
la progresión del ciclo celular? ¿Afecta- 
ría la sobreexpresión de pl6 a una célula 
Inmoral que careciera de la proteína Rb 
funcional? 

fl. La mutagénesis in vifro de ADNc de 
lámina clonados se ha utilizado para 
producir motantes que no pueden ser 
fosforita dos por Cdkl. ¿Cómo afectaría 
la expresión de estas iamininas mutan- 
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tes a la ruptura de la envuelta nuclear aJ 
final de la profase? 

9. ¿Qué sustratos son fosforilados pe* 
Cdki/ciclina B para Iniciar la mitosis^ 

10* Se han generado mulantes déla ri ri- 
ña B que son resistentes a la degrada- 
ción por la proteasa dclosoma (APC/C 
de la dclína B. ¿Cómo afectaría Ja expre- 
sión de estas ciclinas B mulantes a i» 
transición de la metafase a la ana fase? 
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Muerte y renovación celular 


8 Muerte celular 
programada 693 

a Células madre y mantenimiento 
de los tejidos adultos 705 

m Células madre embrionarias 
y donación terapéutica 7 J 6 

8 EXPERIMENTO CLAVE: 

Identificación de Eos genes 
necesarios para la muerte celular 
programada 6% 

8 EXPERIMENTO CLAVE: 

Cultivo de células madre 
embrionarias 715 


La muerte celular y la proliferación celular están equilibradas durante 
la vida de los organismos multicelulares. El desarrollo animal comienza con 
la rápida proliferación de las células embrionarias, que a continuación se di- 
ferencian para producir los diversos tipos de células especializados que 
componen los tejidos y órganos adultos. Mientras que el nema todo C. ele- 
gans consiste en tan solo 959 células somáticas, los humanos poseen un total 
de aproximadamente 10 H células, consistiendo en más de 200 tipos celula- 
res diferenciados. Empezando a partir de una sola célula — el ovocito fertili- 
zado— todos los diversos tipos celulares del cuerpo son producidos y orga- 
nizados para formar tejidos y órganos. Este complejo proceso de desarrollo 
implica no sólo la proliferación y diferenciación celular, sino también la 
muerte celular. A pesar de que las células pueden morir como resultado de 
eventos traumáticos impredecibies, como la exposición a agentes químicos 
tóxicos, la mayoría de las muertes celulares en los organismos multicelula- 
res ocurren como consecuencia de un proceso fisiológico normal de muerte 
celular programada, que juega un papel clave tanto en el desarrollo embrio- 
nario y en tejidos adultos. 

En los organismos adultos, la muerte celular debe estar equilibrada con 
la renovación celular, y la mayoría de los tejidos contienen células madre 
que son capaces de reemplazar las células que se han perdido. Las anoma- 
lías de la muerte celular están asociadas con una amplia variedad de pato- 
logías, incluyendo el cáncer, las patologías autoinmunes y los trastornos 
neurodegenerativos, como la enfermedad de Parkinson o la de Alzheimen 
Por el contrario, la capacidad de las células madre de proLiferar y diferen- 
ciarse en una amplia variedad de tipos celulares ha generado un gran inte- 
rés en su posible uso, particularmente las células madre embrionarias, para 
reemplazar tejidos dañados. Los mecanismos y la regulación de la muerte 
celular y la renovación celular se han, por tanto, convertido en áreas de in- 
vestigación en la cabeza de la biología y la medicina. 


Muerte celular programada 

La muerte celular programada es estrechamente regulada de modo que el 
destino de las células individuales cumple las necesidades del organismo 
completo. En adultos, la muerte celular es responsable del equilibrio entre 
proliferación celular y el mantenimiento de números celulares constantes 
en los tejidos que sufren renovación ulular. Por ejemplo, unas 5 x 10 i] célu- 
las sanguíneas son eliminadas diariamente en el hombre mediante muerte 
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Sección IV * 


■ El término apoptosis deriva de 
la palabra griega que describe la 
caída de las hojas desde un árbol o 
los pétalos de una flor. Se tomó 
para diferenciar esta forma de 
muerte celular programada de las 
muertes celulares accidentales 
causadas por La inflamación o las 
lesiones. 


Animación web 

Apoptosis 

Durante la apoptosis, el ADN 
ero masó mico generalmente es 
fragmentado, la cronn atina se condensa, 
el núcleo se fragmenta y la célula se 
encoge y se rompe formando los 
cuerpos apopléticos. 



celular programada, equilibrando su continua producción en la médula 
ósea, Adicionalmente, la muerte celular programada proporciona un meca- 
nismo de defensa por el cual las células dañadas y potencial mente peligro- 
sas pueden ser eliminadas por el bien del organismo. Las células infectadas 
por virus con frecuencia sufren muerte celular programada, previniendo as 
la producción de nuevas partículas virales y limitando la propagación d- 
virus a través del organismo hospedados Otros tipos de agresiones celeb- 
res, como las lesiones del ADN, también inducen la muerte celular progra- 
mada, En el caso del ADN lesionado, la muerte celular programada puede 
eliminar células que portan mutaciones potencialmente dañinas, incluyer- 
do células con mutaciones que pueden dar lugar al desarrollo de cáncer. 

Durante el desarrollo, la muerte celular programada juega un papel dav e 
eliminando las células no deseadas de una variedad de tejidos. Por ejempi 
la muerte celular programada es responsable de la eliminación cíe los tejidos 
larvales durante la metamorfosis de anfibios e insectos, además de la elimi- 
nación de tejido interdigital durante la formación de los dedos. Otro ejempl 
bien caracterizado de la muerte celular programada es proporcionado por 
desarrollo del sistema nervioso en mamíferos. Las neuronas se producen c. _ 
exceso, y hasta un 50% do fas neuronas en desarrollo son eliminadas me- 
diante muerte celular programada. Aquellas que sobreviven son selecciona- 
das por haber realizado las conexiones correctas con sus células diana, que 
secretan factores de crecimiento que señalizan la supervivencia mediante - 
bloqueo del programa de muerte celular neurona!. La supervivencia de mu- 
chos otros tipos de células en animales, depende, de forma similar, de íact - 
res de crecimiento o de contactos con células vecinas o la matriz extracelular 
de modo que se cree que la muerte celular programada juega un papel im- 
portante en la regulación de las asociaciones entre células en los tejidos. 

Los eventos de ta apoptosis 

En contraste con la muerte accidental de las células que resulta de una lesión 
aguda (necrosis), la muerte celular programada es un proceso activo, que 
tiene lugar generalmente mediante una serie concreta de cambios célula rt^ 
conocidos como apoptosis, descrita por primera vez en 1972 (Fig. 17,1). Do- 
rante la apoptosis, el ADN cromósómico generalmente es fragmentado 
como resultado de la escisión entre nucleosomas. La cromatina se condensa, 
y a continuación el núcleo se disgrega en pequeños fragmentos. Finalmente 
la célula encoge y se rompe en fragmentos envueltos de membrana denomi- 
nados cuerpos apop tóbeos. 

Las células apoptóticas y los fragmentos celulares son reconocidos de 
forma eficaz y f agüeitados mediante macrófagos y células vecinas, de medí i 
que las células que mueren por apoptosis son rápidamente retiradas de los 
tejidos. Por el contrario, las células que mueren debido a necrosis como re- 
sultado de una lesión aguda se hinchan y se lisan, liberando su contenido ai 
espacio extracelular y causando inflamación. La eliminación de célula- 
apoptóticas está mediada por la expresión de las señales denominadas có- 
meme» presentes en la superficie celular. Estas señales incluyen a la fofan- 
dilserina, que normalmente está restringida a la cara interna de 14 
membrana plasmática (véase Fig. 13.2). Durante la apoptosis, la fosfatidi fe- 
rina se expresa en la superficie celular donde es reconocida por receptores 
expresados en las células fagocíticas (Fig, 1 7.2). 

Estudios pioneros de la muerte celular programada durante el desarrollo 
de C. etegans proporcionaron conocimientos iniciales críticos que permitid 
ron la comprensión del mecanismo molecular de la apoptosis. Estos estu- 
dios llevados a cabo en el laboratorio de Robert Horvitz i nidalmente identi- 
ficaron tres genes que juegan papeles clave en la regulación y ejecución de 
la apoptosis. Durante el desarrollo normal del nematodo, 131 células soma- 
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| Fragmentación de la célula 
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(C) Horas tras la inducción de apoptosis 
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Figura 17*1 Apoptosis* (A) Representación 
esquemática de los eventos de la apoptosis. 

(B) Micrografías lumínicas de células 
leucémicas humanas normales y apoptóticas, 
ilustrando la condensación croma tínica y la 
fragmentadón nuclear, (C) La electroforesis en 
gel de ADN procedente de células apopléticas, 
mostrando su degradación en fragmentos 
correspondientes a múltiplos de 2ÜÜ pares 
de bases (el tamaño de los nucleosomas) 
tras 1-4 horas desde inducción de la apoptosis, 
(B, cortesía de D,R* Creen/ La Jolla Institute for 
Allergy and Immunology; C, cortesía de Ken 
Adams, Boston University.) 



Célula normal 



Citosol 


Apoptosis 


Figura 17.2 Fagocitosis de las 
cél u I a s ap o ptótí cas. La s cé lulas 
apopléticas y los fragmentos celulares 
son reconocidos y englobados por 
células fagodticas. Una de las señales 
reconocidas por los fagocitos 
es la presencia de fos/atid Use riña 
en la superficie celular. En las células 
normales, la fosfatidilserma está 
restringida a la membrana interna 
de la membrana plasmática, pero se 
expresa en la superficie celular durante 
la apoptosis. 



Célula fagocítica 
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E XPERIMENTO CLAVE 


Identificación de los genes necesarios 
para la muerte celular programada 


Control genético de la muerte celular programada 
en el nematodo C elegans 

HOary M, Ellis y H. Robert Horvitz 
Massachusetts ínstitute üf Technology, Cambridge, MA 
Cdl, 1986, Volumen 44, págs. 817-829 


Contexto 

A partir de los años 1960 la muerte 
celular se reconocía como un evento 
normal dorante el desarrollo animal, 
lo que implicaba que era un proceso 
estrechamente regulado en que 
células específicas estaban destinadas 
a morir. El nematodo sencillo 
G elegans, que ha sido un sistema 
modelo de importancia crítica en la 
biología del desarrollo, resultó ser la 
clave de la comprensión tanto de la 
regulación como del mecanismo de 
dichas muertes celulares 
programadas. El análisis 
microscópico durante los años 1970 
estableció un mapa completo del 
desarrollo de C elegans de modo que 
el origen embrionario y el destino de 
cada una de las células era conocido. 
Notablemente, el desarrollo 
de C elegans incluía un patrón muy 
específico de muertes celulares 
programadas. En particular, John 
Sulston y R Robert Horvitz 
describieron en 1977 quee! desarrollo 
de los nematodos adultos (formados 
por 959 células somáticas) implicaba 
la muerte programada de 131 células 
de las 1.090 que eran producidas 
Lnicialmente. Las mismas células 
morían en todos los embriones, 
indicando que la muerte de estas 
células era un evento normal durante 
el desarrollo, donde la muerte celular 
era un destino específico del desarrollo. 
También era notable que todas estas 
células moribundas sufrieran una serie 
de cambios morfológicos similares, lo 
que sugería que estas muertes celulares 
programadas ocurrían medíante un 
mecanismo común. 

Basándose en estas consideraciones, 
Horvitz realizó un análisis genético 
con el objetivo de caracterizar 
el mecanismo y la regulación 


de la muerte celular programada 
durante el desarrollo de C elegans. 

En los experimentos descritos en su 
rtabajo de 1986, Hilarv EUís y Horvitz 
identificaron dos genes que eran 
necesarios para que se produjeran 
todas las muertes celulares 
programadas durante el desarrollo 
del nematodo. La identificación y 
caracterización de estos genes fue un 
primer paso crítico que desencadenó 
la comprensión actual de la biología 
molecular de la apoptosis. 

Experimento 

Las células que están sufriendo 
muerte celular programada 
en G elegans pueden identificarse 
de forma sencilla como células 
altamente refríngentes bajo examen 
microscópico, de forma que Ellis 
y Horvitz pudieron emplear esta 
característica como ensayo para 
detectar animales mulantes en los que 
no se producían las muertes celulares 
normales. Para aislar mulantes que 
mostraban anomalías en la muerte 
celular, trataron nematodos con el 
mutágeno químico metanosulfonato 
de etilo, que reacciona con el ADN, La 
progenie de aproximadamente 4.000 
gusanos fue examinada para 
identificar células moribundas, y se 
encontraron dos cepas mulantes en las 
que la muerte celular esperada no 
tenía lugar (véase figura). Ambas 
cepas mutantes contenían mutaciones 
recesivas en el mismo gen, que se 


Fotomicrografía 5 de un gusano normal 
(Al y de un mulante de ced-3 IB), 

Las células moribundas son altamente 
Tefrín gentes y están indicadas mediante 
flechas en el panel A. Estas células no 
están presentes en el animal mulante. 



denominó ccd-3. Estudios posteriores 
indicaron que las mutaciones en ced-3 
bloqueaban todas las 131 muertes 
celulares programadas que tendrían 
lugar normalmente durante 
el desarrollo. 

Estudios continuados identificaron 
una mutación adicional que era 
similar a ced-3 en inhibir la muerte 
celular programada. Sin embargo, 
esta mutación se encontraba en 
un gen diferente, que se localizaba 
en un cromosoma distinto a ced-3* 

Este segundo gen se denominó ced-4. 
De forma similar a las mutaciones 
en ced-3, se observó que las 
mutaciones recesivas en ced-4 
bloqueaban todas las muertes 
celulares programadas en el gusano. 


(A) 
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EXPERIMENTO CLAVE 


Impacto 

El aislamiento de motantes 
de C elegíais por Eilis y Horvitz 
constituyeron la primera identificación 
de genes que estaban implicados en el 
proceso de la muerte celular 
programada. Las proteínas 
codificadas por los genes ced-3 y ced-4, 
además de por el gen ced-9 (que fue 
identificado posteriormente por 
Horvitz y sus colaboradores), 
resultaron ser prototipos de 
reguladores y electores centrales 
déla apoptosis que están altamente 
conservados a lo largo de la 
evolución. La clonación y 


secuenciadón de ced-3 reveló que 
estaba relacionado con una pro tea sa 
que había sido identificada 
previamente en células de mamífero, 
y que se convirtió en el primer 
miembro de la familia de las caspasas, 
El gen ced-3 de C. elegans se relacionó 
con el encogen bcl-2, aislado por 
primera vez a partir de un linfoma 
humano de células B, que poseía la 
característica infrecuente de inhibir la 
apoptosis en lugar de estimular la 
proliferación celular Y se encontró 
que ced-4 codificaba una proteína 
adaptadora relacionada con la 
proteína Apaf-1 de mamíferos, que es 


necesaria para la activación de las 
caspasas. La identificación de estos 
genes en C elegam desencadenó así la 
comprensión de la base molecular de 
la apoptosis, con amplias 
implicaciones tanto para el desarrollo 
como para el mantenimiento de los 
tejidos adultos normales. Desde que 
anomalías en la apoptosis 
contribuyen a una amplia variedad de 
patologías, incluyendo el cáncer, las 
patologías autoinmunesy los 
trastornos neurodegenerativos, los 
hallazgos iniciales de Ellis y Horv itz 
han tenido impacto sobre amplias 
áreas de la biología y la medicina. 


ricas de un total de 1090 son eliminadas mediante muerte celular programa- 
ba, dando lugar a 959 células somáticas en el organismo adulto. La muerte 
de estas células es altamente específica, de modo que las mismas células 
siempre mueren en los embriones en desarrollo. Basándose en esta especifi- 
;idad del desarrollo, Robert Horvitz comenzó el análisis genético de la 
muerte celular en C. elegans con la meta de identificar los genes responsa- 
bles de estas muertes celulares en el desarrollo. En 1986 la mutagénesis de 
C. elegans identificó dos genes, ced-3 o ced-4, que eran necesarios para la 
muerte celular durante el desarrollo. Si ced-3 o ced-4 eran inactivados me- 
llante una mutación, la muerte celular programada no tenía lugar. Un ter- 
cer gen, ced-9 t funcionaba como un regulador negativo de la apoptosis. Si 
cd-9 era inactivado mediante una mutación, las células que normalmente 
sobrevivirían no lo hacían, sino que sufrían apoptosis, desencadenando la 
muerte del animal en desarrollo. Por el contrario, si ced-9 era expresado a ni- 
veles muy elevados, la muerte celular programada normal no ocurría. Estu- 
dios posteriores indicaron que Jas proteínas codificadas por estos genes ne- 
niaban en una vía en la que Ced-4 actuaba para estimular a Ced-3, y Ced-9 
nhibía a Ced-4 (Fig. 17.3), Genes semejantes a ced-3 , ced-4 y ced-9 también 
han sido identificados en Drosophüa y en mamíferos, y se ha descubierto 
que codifican proteínas que representan electores y reguladores de la apop- 
tosis conservados, inducidos por diversos estímulos. 


Caspasas: Los ejecutores de la apoptosis 

La donación molecular y la secuendadón nudeotídica del gen ced-3 indica- 
ron que codificaba una proteasa, proporcionando la primera señal sobre el 
mecanismo molecular de la apoptosis. Actualmente se sabe que Ced-3 es un 
prototipo de una familia de más de una docena de pro teas as, conocidas 
como caspasas porque poseen residuos de cisterna (C) en sus centros acti- 



Figura 17.3 Muerte celular 
programada en C. elegans. 

El análisis genético identificó tres 
genes que juegan papeles clave en la 
muerte celular programada durante 
el desarrollo de C elugarcs. Dos genes, 
ced-3 y ced-4, son necesarios para la 
muerte celular, mientras que ced-9 
inhibe la muerte celular La proteína 
Ced-9 actúa corriente arriba de Cedd, 
que activa a Ced-3. 
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Figura 17.4 Dianas de las caspasas. 

Las caspasas escinden a más 
de 1ÜC proteínas celulares para inducir 
los cambios morfológicos típicos 
de la apoptosis. Entre las dianas de 
las caspasas figuran un inhibidor 
de ADNasa (ICAD), láminas nucleares, 
proteínas del citoesqueleto, y proteínas 
de matriz del Golgi. 


Caspasas 



ICAD 


Láminas 


Proteínas citoesqueféücas 

Inhibidor de 


nucleares 


Aclin a, miosina, a-actintna , 

ADNasa 



tabal i na, vi mentiría 


Proteínas de 
matriz del Golgi 


Fragmentación Fragmentación Fragmentación celular, 

del ADN nuclear formación de ampollas 

en membrana 


Fragmentación 
del aparato de 
Golgi 


vos y escinden detrás de residuos de ácido aspártico (Asp) en sus proteína* 
sustrato. Las caspasas son los últimos efectores o ejecutores de la muerte ce- 
lular programada, desencadenando los eventos de la apoptosis mediante la 
escisión de más de 100 proteínas celulares diana diferentes (Fig, 17.4). Una 
diana clave de las caspasas incluyen un inhibidor de una ADNasas, que 
cuando está activada es responsable de la fragmentación del ADN nuclear 
Adición almente, las caspasas escinden ambas láminas nucleares, dando lu- 
gar a la fragmentación del núcleo, y las proteínas ciioesqueléticas, desenca- 
denando la desorganización del citoesquelto, la vesiculización de la mem- 
brana y la fragmentación celular; y las proteínas de matriz del Golgi r lo que 
induce la fragmentación de este aparato. De igual modo, la traslocación de 
la fosfatidilserina a la superficie celular depende de las caspasas, aunque no 
se han identificado aún la(s) diana (s) de las caspasas que modifican la 
membrana plasmática. 

Ced-3 es la única caspasa de C ekgans. Sin embargo, en Drosaphik y lo- 
ma mí teros se han identificado, al menos, siete caspasas, designadas como 
caspasas inickdams o efectoras, que intervienen en una cascada cuyo resulta- 
do final es la apoptosis. Las caspasas se sintetizan en forma de precursores 
inactivos que pueden convertirse en su forma activa en una reacción de esci- 
sión proteolítica catalizada por otras caspasas. Las caspasas iniciadoras se ac- 
tivan directamente como respuesta a las distintas señales que inducen la 
apoptosis como se abordará en una sección posterior de este capítulo, A con- 
tinuación, las caspasas efectoras escinden y activan a las caspasas efectoras 
que se ocupan de digerir a las proteínas celulares diana que intervienen er 
las distintas etapas de la apoptosis (véase Fig. 17.4). Tor consiguiente, la acti- 
vación de una caspasa iniciadora pone en marcha una reacción en cadena de 
la poíímerasa de activación de caspasas que conduce a la muerte de la célula 

El análisis genético en C. ekgans inicialmente sugería que Ced-4 funcio- 
naba como un activador de la caspasa Ced-3, Estudios subsiguientes han 
demostrado que Ced-4 v su homólogo en mamíferos (Apaf-1) se une a las 
caspasas y estimula su activación. En las células de mamífero, la caspasa 
iniciadora clave (caspasa-9) es activada mediante la unión de Apaf-1 a un 
complejo multisubunidad denominado a poptosoma í Fig, 17.5). La forma- 
ción de este complejo en mamíferos también requiere al citocromo c , que es 
liberado de las mitocondrias por estímulos que desencadenan la apoptosis 
(analizado en la siguiente sección). Una vez activado el a poptosoma, la cas- 
pasa-9 escinde y activa a las caspasas efectoras, como la caspasa-3 y caspa- 
sa-7, resultando finalmente en la muerte celular. 

Reguladores centrales de la apoptosis: La familia Bd-2 

El tercer gen identificado como un regulador clave de la muerte celular pro- 
gramada en C degtmSf ced-9 f se encontró que estaba estrechamente relacio- 
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Figura 17.5 Activación 
de las caspasas. £1 Iniciador 
de mamíferos caspasa-9 se activa 
formando un complejo con Apaf-1 
v el citocromo c en el apoptosoma 
La caspasa-9 a continuación escinde 
y activa a las cas pasas electoras, como 
las caspa sa-3. 


nado con un gen mamífero denominada bcl-2, que fue identificado por pri- 
mera vez en 1985 como un oncogen que contribuía al desarrollo de los linio- 
mas de células B humanas (cánceres de los linfocitos B). AI contrario que 
-tras proteínas oncogénkas, como Ras, que estimulan la proliferación celu- 
lar (véase Medicina Molecular, Cap. 15), se descubrió que Bcl-2 Inhibía la 
apoptosis. Ced-9 y Bcl-2 eran por tanto similares en cuanto a fundón, y el 
papel de Bcl-2 como regulador de la apoptosis centró primero la atención 
sobre la importancia de la supervivencia celular en el desarrollo del cáncer. 
Como se analizará en el capítulo siguiente, ahora reconocemos que las célu- 
las cancerosas son generalmente deficientes en el proceso normal de muer- 
te celular programada, y que su incapacidad para sufrir apoptosis es tan 
importante como su proliferación descontrolada durante el desarrollo de 
tumores malignos. 

Los mamíferos codifican una familia de aproximadamente 20 proteínas 
relacionadas con Bcl-2, que se dividen en tres grupos funcionales (Fig. 1 7,6)* 
Algunos miembros déla familia Bcl-2 (miembros a n ti a pop fóticos de la fami- 
lia) — como el propio Bcl-2 — funcionan como inhibidores de la apoptosis y 
la muerte celular programada* Otros miembros de la familia Bd-2, sin em- 
bargo, son proteínas proapoptóticas que actúan para inducir la activación de 
las caspasas y estimular la muerte celular programada. Existen dos grupos 
de dichas proteínas proapoptó ticas, que difieren en su fundón además de 
en la extensión de su homología con Bcl-2. Bcl-2 y otros miembros antiapop- 
tóticos de la familia comparten cuatro regiones conservadas denominadas 
dominios do homología con Bcl-2 (BH). Un grupo de miembros pro-a pop tó- 
beos de la familia denominadas las proteínas proapoptó ti cas «multidorm- 
nio» poseen 3 dominios BH (BH1, BH2 y BH3), mientras que el segundo 
grupo, las proteínas «solo-BH3», solamente poseen el dominio BH3. 


Antia poptóticas 


Bcl-2 r-r—J 
BC-Xl BH4 



D 


Proapoptóticas Bax 
multidominio Bak 



( i ) 

BH2 


Proa poptotí cas 
solo-SH3 


Bid 

Bad 

Noxa 

Puma 

Bjrn 


c 



5 


Figura 17.6 La familia Bcl-2. La familia de proteínas Bcl-2 
se divide en tres grupos funcionales. Las proteínas 
antiapoptóticas (p. ej,, Bct-2 y Bd-x L ) poseen cuatro 
dominios de homología a Bcl-2 (BH1-BH4). Las proteínas 
proapoptóticas multidominio (p, ej., Bax y Bak) poseen tres 
dominios de homología (BH1-BH3), mientras que las 
proteínas proapoptóticas solo-BH3 (p, ej., Bid, Bad, Nova, 
Puma y Bim) sólo poseen un dominio de homología (BH3). 
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Figura 17.7 Interacciones 
reguladoras entre miembros 
de la familia Bel- 2 . En las células 
normales, las proteínas proapoptóticas 
solo-BH3 están inactivas, 
y las proteínas proapoptóticas 
multidominio están inhibidas 
mediante su interacción con las 
proteínas antiapoptóticak Las señales 
de muerte celular activan a las 
proteínas solo-BH3, que a continuación 
interacrionan con las proteínas 
antiapoptótícas, desencadenando 
la activación de las proteínas 
proapoptóticas multidominio 
y la muerte celular 


Célula normal 

O Proteína solo-BMS 
(inactiva) 



Fraterna Prole ína 

antiapoptótíca proapoptótica 

multidominio 


Célula apoptótica 

Señal de muerte celular 

Activación de Ja proteína 
proapoptótica solo BH3 

O Frote ína solo-BH3 
(activa) 

I 




Activación 
de proteína 
proapoptótica 
multidominio 

I 


Apoptosis 



Animación web 

Vía mitocondrial 
de la apoptosis 

Muchos tipos de estrés celular activan 
la via intrínseca de ía apoptosis -una via 
que provoca la liberación del cito cromo c 
por las mitocondrias, la activación 
de la caspasa-9 y consecuentemente r 
la muerte de la célula. 



■ Las lAPs fueron descubiertas en 
primer lugar en células de insecto 
infectadas por virus como proteínas 
víricas que inhibían la apoptosis 
de una célula hospedadora* 


El destino de la célula — la vida o la muerte — está determinada por el 
equilibrio de la actividad proapoptótica y antiapoptótica de los miembros 
de la familia Bcl-2, que actúan para regularse entre ellos (Fig. 17.7). Los 
miembros proapoptóticas multidominio de la familia, como Bax y Bak, son 
efectores corriente abajo que inducen directamente la apoptosis. Son inhibi- 
dos por interacciones con los miembros antiapoptóticos de la familia, como 
Bcl-2, Los miembros soIo-BH3 de la familia se encuentran corriente arriba de 
la cascada, y se encuentran regulados mediante señales que inducen la muer- 
te celular (p, ej,, lesiones en el ADN) o la supervivencia celular (p. ej,, los 
factores de crecimiento). Una vez activados, los miembros solo-BÜ3 de la 
familia antagenizan a los miembros antiapoptóticos de la familia Bcl-2, acti- 
vando a las proteínas proapoptóticas multidominio y desplazando el equh 
librio hacía la activación de las cas pasas y la muerte celular. 

En las células de mamífero, los miembros de la familia Bcl-2 actúan en las 
mitocondrias, que juegan un papel central en el control de la muerte celular 
programada (Fig, 17.8). Una vez activados, Bax y Bak forman oligómeros en 
la membrana mitocondrial externa. La formación de estos oligómeros de 
Bax o Bak desencadena la liberación del ci toe rom o c del espacio intermem- 
brana mitocondrial, mediante la formación de poros o mediante la interac- 
ción con otras proteínas de la membrana externa mitocondrial. La libera- 
ción del citocromo c desde las mitocondrias desencadena la activación de 
las caspasas. En particular, la caspasa iniciadora clave en las células de ma- 
mífero (caspasa-9) es activada medíante la formación de un complejo con 
Apaf-1 en el apoptosoma. En mamíferos, la formación de este complejo 
también requiere al citocromo c. Ba jo condiciones normales de superviven- 
cia celular, el citocromo c se localiza en el espacio intermembrana mitocon- 
drial (véase Fig. 11.10) mientras que Apaf-1 y la caspasa-9 se encuentran en el 
citosol, de modo que la caspasa-9 permanece inactiva. La activación de Bax 
o Bak resulta en la liberación del citocromo c al citosol, donde se une a Apaf-1 
y desencadena la formación del apoptosoma y la activación de la caspasa-9. 

Las caspasas también están reguladas por una familia de proteínas deno- 
minadas 1 A 1\ de inhibidor de Apoptosis, Miembros de la familia 1AP inter- 
accionan directamente con las caspasas y suprimen la apoptosis inhibiendo 
la actividad de las caspasas o dirigiendo a las caspasas hacia su ubiquitina- 
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' gura 17.6 la vía mitocondrial de la apoptosis. En las células de mamífero, muchas 
setales de muerte celular inducen apoptosis como resultado de lesiones de las mitocondrias. 

L na vez activas, las proteínas proapop fóticas multi dominio de la familia Bel -2 (p. e)., Bax) 
fcrman oligótíteros en la membrana extema de las mitocondrias, resultando en la liberación 
del dtocromo c y otras moléculas proapoptóticas desde el espacio intermembrana. 

La liberación del dtocromo c desencadena la formación de apoptosomas que contienen 
\paf-l y caspasa-9 en los que se activa la caspasa-9. A continuación la caspasa-9 activa 
i as caspasas corriente abajo, como la caspasa-3, mediante escisión proteolítica. Smac/Diablo 
. Omi /Htr2 estimulan la muerte celular interfiriendo con la acción de las ÍAFs, que son 
:nhíbidores de las caspasas. 


:ión y degradación por el proteasoma. Los IAP están presentes tanto en 
Dmsop?ií7a como en mamíferos (pero no en C. elegans), y la regulación de su 
actividad o expresión proporciona otro mecanismo de control de la apopto- 
La regulación de los IAP reviste una especial importancia en Drosophüa, 
en la que las caspa sas iniciadoras presentan una activación constitutiva y 
están sometidas a regulación por los IAP (Fig. 17,9). Una parte importante 
de las señales inductor as de la apoptosis en Drosophüa actúan a través de la 
activación de proteínas que inhiben a los IAP, lo que da lugar a la activación 
ie caspasas. En las células de mamífero, la per meabil izad ón de las mito- 
:ondrías por Bax o Bak no solamente provoca la liberación del citocromo c t 
sino también de inhibidores de los IAP que pueden estimular la actividad 
de las caspasas. 

Vías de señalización que regulan la apoptosis 

La actividad integrada de diversas vías de señalización, algunas de las cua- 
les inducen la muerte celular y otras lo hacen para favorecer la su per vi ven- 
da celular, regulan la muerte celular programada. Estas señales controlan el 
destino de tas células individuales, de modo que la supervivencia celular o 
la eliminación se ven determinadas por las necesidades del organismo com- 
pleto. Las vías que inducen la apoptosis en las células de mamífero se clasi- 
fican como intrínsecas o extrínsecas en función de la implicación de las proteí- 
nas de la familia Bcl-2 y ia identidad de la caspasa que ponga en marcha la 
muerte celular. 

Un papel importante de la apoptosis es la eliminación de células daña- 
das, de modo que diversos tipos de estrés celular, como daños al ADN, in- 
fecciones vírales y agotamiento de factores de crecimiento, inducen ia apop- 
tosis. Estos estímulos activan la vía intrínseca de la apoptosis, lo que induce 
la liberación del citocromo c por las mitocondrias y la activación de la cas- 
pasa-9 {véase Fig. 17,8), Como se muestra en los ejemplos que aparecen a 
continuación, las diversas señales que activan esta vía convergen en la regu- 
lación de los miembros BH3 de la familia Bcl-2. 

Eí ADN dañado representa una de las formas más peligrosas de estrés ce- 
lular, ya que las células con genomas dañados pueden portar mutaciones 
que pueden desencadenar el desarrollo de un caneen Por tanto, los daños aí 
ADN son uno de los principales desencadenantes de la muerte celular pro- 
gramada, que da lugar a la destrucción de células portadoras de mutaciones 
potencial mente nocivas. Como se comenta en el Capítulo 16, varios puntos 
de control del ciclo celular detienen la progresión del ciclo celular como res- 
puesta al ADN dañado, lo que hace posible la reparación de estas lesiones. 
En las células de mamífero, una de las vías principales que desencadenan la 
detención del ciclo celular como respuesta a los daños al ADN depende del 
factor de transcripción p53. Las protefna quínasas ATM V Chk2, activadas 
por daños al ADN, fosf orilan y estabilizan a p53, cuyas concentraciones au- 
mentan e inducen la activación transcripcional de ios genes diana de esta 
proteína, como el inhibidor de Cdk p21, el cual inhibe los complejos 
Cdk2/dclina E para detener el ciclo celular en la fase G x (véase Fig. 16.20). 



Pro-cas pasa-3 Caspasa-3 activa 



Apoptosis 


Sección IV 


Regulación celular 


702 


SenaJ de muerte 


I 




Apoptosis 




PUMA 

Noxa 


Apoptosis 


Figura 17.10 Papel de p53 
en la apoptosis inducida por lesión 
del AON. La lesión del ADN 
desencadena la activación de las 
proteínas quinasas ATM y Chk2 
proteínas quinasas, que fcsforilan 
y estabilizan a p53, lo que resulta 
en un incremento rápido de los niveles 
de p53. A continuación, la proteína p53 
activa la transcripción de genes que 
codifican las proteínas proa pop tó ticas 
solo-BH3 PUMA y Noxa r dando lugar 
a la muerte celular. 


Figura 17.9 Regulación de las caspasas por los 1AP en Drosophiía . Los i Ai 1 

inliiben tanto a las caspasas iniciadoras como a las efectoras. Muchas señales 
que inducen la apoptosis en Drosaphiín actúan a través de la activación de miembro? 
de una familia de proteínas (Reaper, Hid y Grim) que inhiben a los I AP v conducen 
a la activación de las caspasas. 


No obstante, la activación de p53 por el ADN dañado también induce la 
apoptosis (Fig. 17.10). La inducción de la apoptosis por p53 se debe, al me- 
nos en parte. a la activación transen pcional de genes que codifican a los 
miembros PUMA y Noxa de la familia Bcl-2 proapotótica solo-BH3. El au- 
mento de la expresión de estas proteínas soIo-BH3 conduce a la activación 
de Bax y Bak, la liberación del dtocromo c por las mitocondrias, v la activa- 
don de la caspasa-9. Por tanto, p53 interviene tanto en la parada del ciclo 
celular como en la apoptosis como respuesta a daños en el AUN. Si el ADN 
lesionado en una célula determinada da lugar a la apoptosis o a una deten- 
ción reversible del dclo celular puede depender del grado de la lesión y e! 
nivel de inducción resultante de p53, además de la influencia de otras seña- 
les de vida /muerte que reciba la célula. 

El agotamiento de los factores de crecimiento se considera otra forma de 
estrés celular que activa la vía intrínseca de la apoptosis. En este caso, la 
apoptosis depende de vías de señalización que favorecen la supervivencia 
celular inhibiendo la apoptosis como respuesta a la estimulación por facto- 
res de crecimiento. Estas vías controlan el destino de un amplio abanico de 
células cuya supervivencia depende de factores de crecimiento extraed u la- 
res o bien de interacciones intercelulares. Como se ha indicado anteriormen- 
te, el sistema nervioso central de los vertebrados constituye un ejemplo bien 
caracterizado de la muerte celular programada en el desarrollo. Alrededor 
del 50% de las neuronas muere debido a apoptosis y las células superv i vien- 
tes han recibido cantidades suficientes de señales de supervivencia de sus 
células diana. Estas señales son factores de crecimiento poli peptíd icos rela- 
cionados con el factor de crecimiento nervioso (NGF), el cual induce tanto la 
superv ivencia como la diferenciación de las neuronas a través de la activa- 
ción de una proteína tírosina quina sa de receptores. Otros tipos celulares 
también dependen de factores de crecimiento o contactos intercelulares que 
activan a proteína tirosina qu inasas no de receptores asociadas a las integñ- 
nas. En efecto, la mayoría de las células de los anímales superiores están 
programadas para sufrir apoptosis a no ser que se inhiba de manera activa 
i a muerte celular por señales de supervivencia procedentes de otras células. 

Una de las principales vías de señalización responsable de estimular la 
muerte celular es iniciado por la enzima PI 3-qu inasa, que es activada por 
proteína -tirosina quinasas o receptores acoplados a proteínas G, La PI 3-qui- 
nasa fosforila al fosfolípido de membrana P1P-, para formar PIP V que activa 
la proteína-serina/treonina qu inasa Akt (véanse Figs. 15.30 y 1531). A con- 
tinuación, Akt fosforila a un número de proteínas que regulan la apoptosis 
(Fig. 17.11), Un sustrato clave de Akt es el miembro de la familia Bcl-2 proa- 
poptótico Sülo-BH3, denominado Bad. La fosforilación de Bad por Akt crea 
un sitio de unión para las proteínas chaperonas 14-3-3 que secuestran a Bad 
en una forma inactiva, de modo que la fosforilación de Bad por Akt inhibe 
la apoptosis y favorece la supervivencia celular. Bad es fosforüado de forma 
similar por proteínas quinasas de otras vías de señalización activadas por 
factores de crecimiento, incluyendo la vía Ras/Raf/MEK/ERK, de forma 
que sirve como regulador convergente de la señalización desde factores de 
crecimiento en la mediación de la supervivencia celular. 

Otras dianas de Akt, incluidos los factores de transcripción FOXO, tam- 
bién juegan papeles clave en la supervivencia celular La fosforilación de 
FOXO por Akt crea un sitio de unión para proteínas 14-3-3, que secuestran a 
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FQXQ en una conformación inactiva en el citoplasma (véase Fig. 15.32). En 
ausencia de la señalización por factores de crecimiento v de la actividad Akt, 
FOXO es liberado de 14-3-3 y se transloca al núcleo, estimulando la trans- 
cripción de genes proa pop fóticos, incluyendo el gen que codifica la proterna 
sok>BH3, Bim. Akt y su diana corriente abajo GSK-3 también regulan otros 
factores de transcripción con papeles en la supervivencia celular, incluyendo 
p53 y NF-kB h que pueden controlar la expresión de otros miembros de la fa- 
milia Rcl-2, Por otra parte, el nivel de un miembro antiapop fótico de esta fa- 
milia puede ser modulado mediante regulación transcripción al a través de 
las vías de GSK-3 y mTOR (véase Fig . } 5.33). En la regulación de la vía intrín- 
seca de la apoptosis confluyen estos efectos múltiples en varios miembros de 
la familia Rd-2, que controlan la activación de la caspasa-9 y la superviven- 
cia celular como respuesta a la estimulación por factores de crecimiento. 

A diferencia de las v ías de señalización del estrés celular y las mediadas 
por factores de crecimiento que controlan la vía intrínseca de la apoptosis, al- 
gunos polipéptidos secretados activan a receptores que inducen la muerte 
celular a través de la vía extrínseca de la apoptosis. Estos receptores activan 
directamente una caspas a iniciadora, la caspasa-8 (Fig. 17/12). Los polipépti- 
dos que actúan para señalizar la muerte celular en esta vía pertenecen a la fa- 
milia del factor de necrosis \ u moral (FNTF Se unen a miembros de la fami- 
lia de receptores TNF, que pueden señalizar la apoptosis en una diversidad 
de tipos celulares. Uno de los miembros mejor caracterizados de esta familia 
es el receptor de superficie Fas, que juega papeles importantes en el control 
de ia muerte celular en el sistema inmune. Por ejemplo, la apoptosis induci- 
da por activación de Fas es responsable de la muerte de células diana del sis- 
tema inmune, como las células cancerosas o infectadas por virus, además de 
la eliminación del exceso de línfocitos al final de una respuesta inmune. 

El TNF y los miembros de la familia relacionados consisten en tres cade- 
nas pülipeptídicas idénticas, y unión induce la trimerización del receptor. 
Las porciones citoplásmicas de los receptores se unen a moléculas adaptado- 
ras que a su vez se unen a una caspas a iniciadora denominada caspasa-8. 


Figura 17,11 La vía 
de la Pl 3-quinasa y la supervivencia 
celular. Muchos factores de crecimiento 
que señalizan la supervivencia celular 
activan receptores de tipo 
proteína-tirosina quinasa, dando lugar 
a Ja activación de la Pl 3-quinasa, 
formación de P1P„ y activación 
de la proteína quinasa, Akt. A 
continuación, Akt fosforita un cierto 
número de proteínas que contribuyen 
a la supervivencia celular. 

La fosforilación de ta pro teína solo-BH3 
Bad la mantiene en un estado inactivo, 
al igual que la fosforilación del factor 
de transcripción FOXO. En ausencia de 
señalización por Akt, la activación 
de Bad estimula la apoptosis, 
y la activación de FOXO estimula 
la transcripción de otra proteína 
solo-BH3, Bim. Dianas adicionales 
de Akt que han sido implicadas 
en la regulación de la apoptosis incluyen 
la proteína quinasa GSK-3 y factores 
de transcripción adiciónalas, como p53 
y NF-kB, estando los dos regulados 
por la fosforilación de Akt y GSK-3. 

La regulación de la traducción 
por GSK-3 y por la vía mTOR (véase 
Fig, 15.33) también podría afectar 
a la supervivencia celular. 
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Figura 17.12 Receptores de muerte 
celular. El TNF y otros ligan dos de 
receptores de muerte celular consisten 
en tres cadenas poli peptí dicas, de forma 
que su unión a los receptores de muerte 
celular induce la trimerízadón 
del receptor. La caspasa-8 es reclutada 
al receptor y es activada mediante 
su interacción con moléculas 
adaptadores (la vía extrínseca 
de la apoptosis). Una vez activada, 
la caspasa^S puede escindir v activar 
directamente a las caspasas electoras. 
Adiciona luiente, la caspasa-8 escinde 
la proteína sok>BH3 Bid, que activa 
la vía intrínseca mitocondrial 
de la apoptosis, desencadenando 
la activación de la caspa sa-9. 




CitosoJ 


Activación de Bid 
0 


Activación de 
caspasas efectoras 




Activación de 
caspasas efectoras 


■ Las terapias basadas en un 
miembro de la familia TNF se 
encuentra bajo ensayos clínicos 
para el tratamiento de 
determinados cánceres. 


Esto desencadena la activación de la caspasa-8, que a su vez escinde y activa 
a caspasas efectoras corriente abajo. En algunas células, la activación de la 
caspasa-8 y la consiguiente activación de las caspasas-3 y -7 es suficiente 
para inducir directamente la apoptosis. En otras células, sin embargo, es ne- 
cesaria la amplificación de la señal. Esto resulta de la escisión por parte de la 
caspasa-8 de ia proteína proapoptótica so!o-BH3 Bíd, dando lugar a la acti- 
vación de Bid, !a permeabilización de las mitocondrias y la activación de la 
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caspasa-9, amplificando así, la cascada de caspasas iniciada mediante la acti- 
vación directa de la caspasa-8 en los receptores de muerte celular. 

Vías alternativas de muerte celular programada 

A pesar de que la apoptosis representa la modalidad más frecuente de 
muerte celular regulada o programada, en algunos trabajos recientes de in- 
vestigación se ha observado que la muerte celular programada también 
puede darse a través de mecanismos alternativos no apoptóticos. Una de 
estas vías alternativas de muerte celular regulada se denomina autofagia. 
Como se ha señalado en el Capítulo 8, la autofagia representa un mecanis- 
mo de recambio gradual de los componentes celulares basado en la capta- 
ción de proteínas u organillos por vesículas (autofagosomas) que se fusio- 
nan con los lisosomas (véase Fig. 8.45), For otra parte, la autofagia favorece 
la supervivencia celular en condiciones de escasez de nutrientes. En este 
caso, la activación de dicho mecanismo incrementa la degradación de las 
proteínas y los orgánulos celulares, de forma que se genera energía y se reu- 
tilizan sus constituyentes para llevar a cabo fundones esenciales. 

Sin embargo, la autofagia representa un mecanismo alternativo a la 
apoptosis como vía de muerte celular en otras circunstancias. La muerte ce- 
lular por autofagia no depende de la participación de las caspasas y las cé- 
lulas moribundas, en lugar de mostrar los rasgos morfológicos peculiares 
de la apoptosis, se distinguen por la acumulación de lisosomas. Se ha des- 
cubierto que la autofagia constituye un mecanismo destacado de muerte ce- 
lular programada en el desarrollo de las glándulas salivales de Drosophila y 
que puede inducirse como consecuencia de ciertas infecciones virales. Por 
otra parte, la autofagia parece ser una vía alternativa de muerte celular en 
caso de ínhibiríón de la apoptosis. Por ejemplo, las células de ratones mu- 
lantes que carecen de Bak y Bax no pueden someterse a apoptosis como res- 
puesta a estímulos como daños del ADN, como cabría esperar dado que 
ambas proteínas están implicadas en la permeabilización de las mitocon- 
drías (véase Fig, 17.8). No obstante, las células deficientes en Bak/ Bax sí 
pueden destruirse mediante autofagia, lo que indica que también se activa- 
ría como consecuencia del estrés celular y sería una alternativa a la apopto- 
sis en estas condiciones. 

De igual modo, se cree que algunos tipos de necrosis constituyen una 
respuesta celular programada en mayor medida que un sencillo proceso de 
lisis celular incontrolada inducido por una lesión aguda* A diferencia de la 
necrosis incontrolada, estas formas de muerte celular necrótica regulada 
son una respuesta programada inducida por estímulos como una infección 
o daños al ADN, que también desencadenan la apoptosis. En estas condi- 
ciones, la necrosis regulada puede actuar como un mecanismo alternativo 
de muerte celular en ausencia de apoptosis. Por ejemplo, la estimulación 
del receptor de TNF conduce a la muerte celular por necrosis cuando la 
apoptosis está inhibida. No se conoce bien cuáles serían las importancias re- 
lativas de la autofagia y la necrosis como vías alternativas a la apoptosis 
tanto en células normales como en estados patológicos como el cáncer, las 
cardíopatías y la neurodegene ración, en las que intervienen diversas ano- 
malías de la supervivencia celular. 

Células madre y mantenimiento de los tejidos adultos 

El desarrollo temprano se caracteriza por la rápida proliferación de las célu- 
las embrionarias, que después se diferencian para formar las células especia- 
lizadas de los tejidos y órganos adultos. A medida que las células se diferen- 
cian, su tasa de proliferación generalmente disminuye, y la mayoría de las 
células en los animales adultos se encuentran detenidas en la fase G, del ci- 
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Figura 17.13 Fibroblastos da la piel. 

Micrografía electrónica de barrido 
de un fibroblasto rodeado de fibrillas de 
colágeno (© CMEABG-UC8L/Photo 
Researchers lne,) 



do celular. Sin embargo, las células se pierden debido a lesiones o a la muer- 
te celular programada a lo largo de la vida. Para mantener un número cons- 
tante de células en los tejidos y órganos adultos, la muerte celular debe estar 
equilibrada con la proliferación celular Para mantener este equilibrio, la ma- 
yoría de los tejidos contienen células que son capaces de proliferar a medida 
que sea necesario para reemplazar a las células que han muerto. Además, en 
algunos tejidos una subpobladón celular se divide continuamente a lo largo 
de la vida para reemplazar las células que poseen una elevada tasa de reno- 
vación en los animales adultos. La muerte celular y la renovación celular es- 
tán, por tanto, cuidadosamente equilibradas para mantener los tejidos y ór- 
ganos adultos funcionales y con su tamaño apropiado. 

Proliferación de células diferenciadas 

La mayoría de los tipos de células diferenciadas en los animales adultos no 
son capaces de proliferar Si estas células se pierden, son reemplazadas por 
la proliferación de células menos diferenciadas derivadas de las células ma- 
dre autorrenovables, como se describe en la siguiente sección. Otros tipos de 
células diferenciadas, sin embargo, mantienen Ja capacidad de proliferar a 
medida que es necesario reparar el tejido dañado a lo largo de la vida del or- 
ganismo. Estas células entran en la fase G L > del ciclo celular pero reanudan la 
proliferación cuando es necesario para sustituir células dañadas o muertas. 

Las células de este tipo incluyen a los fibroblastos, que están dispersos en 
los tejidos conectivos donde secretan colágeno (Fig, 17.13). Los fibroblastos 
de la pie! normalmente se encuentran detenidos en la fase G L , pero rápida- 
mente proliferan, si es necesario, para reparar lesiones resultantes de un 
corte o una herida. La coagulación sanguínea en el lugar de una lesión da 
lugar a la liberación del factor de crecimiento derivado de las plaquetas 
(PDGF) por parte de las plaquetas sanguíneas. Como se describió en el Ca- 
pítulo 15, el PDGF activa a un receptor proteína-tvrosina quinasa, estime- 
lando tanto ta proliferación de fibroblastos y su migración hacia el inten. - 
de la herida donde su proliferación y secreción de colágeno contribuye a la 
reparación y cicatrización del tejido dañado. 

Las células endote Da les que revisten el interior de los vasos sanguíneos 
(Fig. 17.14) son otro tipo de célula totalmente diferenciada que retiene la ca- 
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Figura 17.14 Células endoteliales. 

Mítrografia electrónica de un capilar. 
El capilar esté revestido por una sola 
célula endotelial rodeada por una fina 
lámina basa I. (© Dr, Don VV. 
Fawcett/Visuals Unlinüted.) 


paridad de proliferación. La proliferación de las células endoteliales les per- 
mite formar nuevos vasos sanguíneos a medida que son necesarios para la 
reparación y reformación de tejidos dañados. La proliferación de células en- 
doteliales y la formación resultante que los nuevos capilares sanguíneos 
está desencadenada por un factor de crecimiento (el factor de crecimiento 
del endotelio vascular o VEGF) producido por las células del tejido, que 
será invadido por los nuevos capilares. La producción de VEGF es, a su vez, 
desencadenado por la falta de oxígeno, de forma que el resultado es un sis- 
tema regulador en el que los tejidos que poseen un suministro de oxígeno 
bajo como resultado de una circulación insuficiente estimulan la proliferación 
de las células endoteliales y reclutan nuevos capilares {Fig. 17.15). Las células 
de músculo liso, que forman las paredes de los vasos sanguíneos mayores 
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Figura 17.15 Proliferación de células endoteliales. 

Las células endoteliales son estimuladas para 
prolMerar por el factor de crecimiento del endotelio 
vascular (VEGF). El VEGF es secretado por células 
privadas de oxígeno, dando lugar al crecimiento 
de nuevos capilares hada tejidos que carecen de 
un suministro sanguíneo adecuado. 
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Proliferación de las células restantes 


Regeneración 
del hígado 


Figura 17.16 Regeneración hepática. Las células hepáticas 
normalmente están detenidas en C u pero reanudan la proliferación 
para reemplazar tejido dañado. Si dos terceras partes del hígado 
de una rata son extirpadas quirúrgicamente, las células restantes 
proliferan para regenerar el hígado completo en pocos días» 


(p. ej., las arterias) además de las porciones contráctiles de los 
tractos digestivo y respiratorio y otros órganos internos, tam- 
bién son capaces de reanudar la proliferación en respuesta a 1 
estimulación por factores de crecimiento» Por el contrario, las 
células diferenciadas de músculo esquelético o cardíaco ya nc 
son capaces de dividirse» 

Las células epiteliales de algunos órganos internos, tam- 
bién son capaces de proiiferar y reemplazar tejido dañado. L : 
ejemplo llamativo es proporcionado por las células hepáticas 
que normalmente se encuentran detenidas en la fase G M del ci- 
clo celular. Sin embargo, si se pierden grandes cantidades de 
células hepáticas (p. ej», mediante resección quirúrgica de par- 
te del hígado), las células restantes son estimuladas para pro 
líferar y reemplazar el tejido que falta (Fíg. 17.16). Por ejem- 
plo, la resección quirúrgica de dos terceras partes del hígad 
de una rata es seguido de una rápida proliferación de las ce 
lulas restantes, dando lugar a la regeneración del hígad. 
completo en pocos días. 

Células madre 

La mayoría de las células completamente diferenciadas er 
los animales adultos, sin embargo, ya no poseen ía capaci- 
dad de división celular. No obstante, pueden ser sustituidas 
por la proliferación de una subpoblación de células autor renovables menos 
diferenciadas denominadas células madre, que están presentes en la maye- 
ría de los tejidos adultos. Puesto que mantienen su capacidad de proiiferar 
y reemplazar células diferenciadas a lo largo de la vida de un animal, las ce- 
lulas madre juegan un papel crítico en el mantenimiento de la mayoría ir- 
los tejidos y órganos. 

La propiedad clave de las células madre es que se dividen para producir 
una célula hija, que sigue siendo una célula madre, y otra que se divide y ^ 
diferencia (Fig, 17,17). Debido a que la división de las células madre produ- 
ce nuevas células madre además de células hijas diferenciadas, las células 
madre son poblaciones autorrenov ables que sirven como una fuente para 
producción de células diferenciadas a lo largo de la vida. El papel de las c- 
lulas madre es particularmente evidente en el caso de diversos tipos de cel - 
ias diferenciadas, incluyendo las células sanguíneas, espermatozoides, cé- 
lulas epiteliales de la piel y las células epiteliales que revisten el trac" 
digestivo “todas ellas con una corta vida media que deben ser sustituidas 
por la proliferación celular continua en los animales adultos — En todos ty 
tos casos, las células completamente diferenciadas no p rol if eran; por el con- 
trario, son continuamente renovadas mediante la proliferación de célula? 
madre que a continuación se diferencian para mantener un número estable 
de células diferenciadas. Las células madre también se han identificado t~ 
una diversidad de tejidos adultos, incluyendo el músculo esquelético y t 
sistema nervioso, donde pueden funcionar para sustituir tejido dañado. 

Las células madre fueron identificadas por primera vez en el sistema he- 
matopoyétieo (formador de la sangre) por Ernest McCulloch y James Til] er 
1961 en experimentos donde se mostraba que células aisladas derivadas de 
la médula ósea de ratón, podían proiiferar y generar múltiples tipos dife- 
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Figura 17.17 Proliferación de células 
madre. Las células madre se dividen 
para formar una célula hija que sigue 
siendo una célula madre, y una ¡segunda 
que prolifera y después se diferencia. 


rendados de células sanguíneas* Las células madre he ma topo y éticas están 
bien caracterizadas y la producción de células sanguíneas constituye un 
buen ejemplo del papel de las células madre en el mantenimiento de las po- 
blaciones celulares diferenciadas. Existen varios tipos diferentes de células 
sanguíneas con fundones especializadas: los eritrocitos (glóbulos rojos), 
que transportan CE y CCL; los granulocitos y m aeró fagos, que son células fa- 
godticas; las plaquetas (que son fragmentos de megacariocitos), que funcio- 
nan en la coagulación sanguínea, y linfocitos, que son responsables de la 
respuesta inmune. Todas estas células han derivado de la misma población 
de células madre hematopoy éticas. Más de 100 mil millones de células san- 
guíneas se pierden diariamente en el ser humano, y deben ser continua- 
mente producidas a partir de células madre hematopoy éticas en la médula 
ósea (Fíg. 17.18). Los descendientes de las células madre hematopoyéticas 
continúan proliferando y sufren varios ciclos de división a medida que se 
comprometen a las vías de diferenciación específicas que están determina- 
das mediante factores de crecimiento que dirigen a las células precursoras 
hacía vías específicas de diferenciación celular sanguínea. Una vez que se 
han diferenciado por completo, las células sanguíneas cesan su prolifera- 
ción, de modo que el mantenimiento de las poblaciones de células sanguí- 
neas diferenciadas depende de la división continua de la célula madre he- 
matopoy ética a u tor reno v a b le . 

El intestino constituye un ejemplo excelente de células madre en la auto- 
rrenovadjón de un tejido epitelial. El intestino se encuentra revestido por 
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Figura 17.18 Formación de células 
sanguíneas. "Todos los diferentes tipos 
de células sanguíneas se desarrollan 
a partir de una célula madre 
hematopoy ética en la médula ósea. 

Los precursores de las células 
diferenciadas sufren varios ciclos 
de división antes de diferenciarse. 


una sota capa de células epiteliales que son responsables de la digestión de 
alimento y la absorción de nutrientes. Estas células epiteliales intestinal^ 
están expuestas a un ambiente extremadamente duro y poseen una vid¿ 
media de tan solo unos días antes de su muerte por apoptosis y su despren- 
dimiento al tracto digestivo. La renovación del epitelio intestinal es, por 
tanto, un proceso continuo a lo largo de la vida. Las células nuevas se deri- 
van de la división lenta pero continua de células madre que se encuentran 
al fondo de las criptas intestinales (Fig. 17.19). Las células madre dan lugar 
a una población de células amplificadoras de tránsito, que se dividen rápi- 
damente y ocupan aproximadamente dos tercios de la cripta. Las célula? 
amplificadoras de tránsito proliferan durante tres a cuatro divisiones celu- 
lares y a continuación se diferencian en tres tipos celulares en la superficie 
del epitelio del colon: células epiteliales de absorción, y dos tipos de célula? 
secretoras, denominadas células caliciformes y células enter oendocr in a s. E 
intestino delgado también contiene un cuarto tipo celular, las células de Pa- 
netb, que secretan agentes antibacterianos. Cada cripta suele contener seis 
células madre que se autorrenuevan y pueden dar lugar a todos los tipos ce- 
lulares del epitelio intestinal 

Las células madre que son responsables de la renovación continua de .i 
piel y el pelo también están bien caracterizadas. Al igual que el revestimien- 
to del intestino, la piel y el pelo están expuestos a condiciones ambientales 
externas duras — que incluyen las radiaciones ultravioletas de la luz solar— 
y se renuevan continuamente a lo largo de la vida. La piel se compone da 
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Célula madre 

Figura 17.19 Renovación del epitelio intestinal. (A) Las células 
epiteliales del colon son renovadas mediante la división de una célula 
madre localizada en el fondo de la cripta intestinal. La célula madre da 
] ugar a una población de células amplificadoras de tránsito, que ocupan 
y Cripta unos dos tercios de la cripta y sufren tres a cuatro divisiones antes 

de diferenciarse en tres tipos celulares de la superficie epitelial (células 
epiteliales absorbentes, células caliciformes y células enteroend ocrinas). 
Las células epiteliales de la superficie sufren apoptosis continuamente 
y se liberan a Humen intestinal. (B) Mí orografía de una cripta colón íca y 
del epitelio superficial. Las células proliferantes están marcadas 
con un anticuerpo frente a una proteína del ciclo celular (núcleos 
marrones). (De F. Radtke y H, Clevers, 2005. Science 307: 1904.) 


:res linajes celulares principales: la epidermis, los folículos pilosos y las 
glándulas sebáceas, que secretan aceites que lubrican la superficie cutánea. 
Cada una de estas tres poblaciones deriva de unas células madre específicas 
iFíg. 17,20). La epidermis es un epitelio formado por varias capas cuyas cé- 
lulas están sometidas a una renovación constante. Las células madre epi- 
dérmicas, localizadas en la capa basa!, sustituyen a estas células. Dichas cé- 
lulas madre dan lugar a células de amplificación de tránsito, las cuales 
sufren entre tres y seis divisiones antes de diferenciarse y migrar hacia ia 
superficie de la pie). Las células madre que generan el cabello se encuentran 
en una región del folículo piloso conocida como el buíge< Las células madre 
del bu ¡ge producen células de matriz de amplificación de tránsito, que pro- 
liferan y se diferencian para dar lugar a la vaina pilosa. Por último, una ter- 
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Figura 17.20 Células madre de la piel. La epidermis consiste en múltiples capas 
de células epiteliales. Las células de la superficie se pierden continuamente y son 
reemplazadas por las células madre epidérmicas de la lámina basal. La célula 
madre da lugar a células amplificadoras de tránsito, que sufren varias divisiones 
en la lámina basal antes de diferenciarse y desplazarse hada la superficie de la piel 
Las células madre de ios folículos pilosos residen en una región por debajo 
de la glándula sebácea denominada bulge o protuberancia y células madre 
definidas de la glándula sebácea se localizan en su base. 


cera población de células madre se sitúa en la base de la glándula sebácea. 
Cabe destacar que las CESL madre del bulge pueden también producir epi- 
dermis v glándulas sebáceas cuando la piel sufre algún daño, lo que pone 
de manifiesto su capacidad totipotencial de generar tanto piel como cabella 
El músculo esquelético proporciona un ejemplo del papel de las células 
madre en la reparación del tejido dañado, al contrario que la renovación ce- 
lular continua descrita anteriormente en el sistema hematopoy ético, epite- 
lio intestinal y en la pie!. El músculo esquelético está compuesto por células 
grandes multinudeadas (fibras musculares) formadas mediante fusión ce- 
lular durante el desarrollo (véase Fig. 12.21). Aunque el músculo esqueléti- 
co normalmente es un tejido estable con poca renovación celular, es capaz 
de regenerarse rápidamente en respuesta a lesiones o al ejercicio. Esta rege- 
neración está mediada por la proliferación de las células satélite, que son las 
células madre del músculo adulto. Las células satélite están localizadas bajo 
la lámina basal de fibras musculares (Fig. 17.21). Normalmente están quies- 
centes, detenidas en la fase G fl del ciclo celular, pero se activan para pro] ite- 
rar en respuesta a lesiones o ejercicio. Una vez activadas, las células satélite 
dan lugar a la progenie que sufren varias divisiones y a continuación se di- 
ferencian y fusionan para formar nuevas fibras musculares. La capacidad 
continuada del músculo esquelético de regenerarse a lo lago de la vida se 
debe a la autorrenovación de la población de células madre satélite. 

Las células madre también han sido detectadas en diversos tejidos adul- 
tos, incluidos el cerebro y corazón, y es posible que la mayoría —si no to- 
dos — los tejidos contengan células madre con el potencial de reponer célu- 
las que se pierden durante la vida del organismo. Aparentemente, las 
células madre se encuentran en microambientes diferentes, conocidos come 
nichos, que aportan las señales ambientales que mantienen a las células 
madre durante toda su existencia y regulan el equilibrio entre la au terrena 
va don y la diferenciadón. Sin embargo, las células madre son muy infre- 
cuentes en los tejidos adultos, por lo que la identificación exacta de estas cé- 
lulas y sus nichos constituye un destacado desafío en el estudio de las células 
madre. Por ejemplo, a pesar de conocerse desde hace tiempo la fundón que 
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esquelético son las células satélite, localizadas bajo 3a lámina basal de las fibras 
musculares. (B) Micrografía electrónica que muestra una célula satélite 
y el núcleo de una fibra muscular. (De 5. Chargé y M. Rudnieki, 2003. Phifsioí, 
Kev. 84: 209; cortesía de Sophie Chargé y Michael Rudrúcki.) 
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desempeñan las CE5L madre en el mantenimiento del epitelio intestinal, las 
células madre intestinales localizadas en la base de la cripta (véase Fig. 17.19) 
se han identificado hace muy poco tiempo en los estudios de Hans Cíe ver y 
cois, de 20Ü7, La señalización de la vía de Wnt (véase Fig. 15.44) desempeña 
un papel destacado en el control de la proliferación de estas células madre y 
se cree que los polipéptidos secretados por los fibroblastos del tejido con- 
juntivo subyacente se ocupan de mantener a las células madre intestinales. 
De igual modo, esta vía interviene en la regulación de otros tipos de células 
madre, como las de la piel y el sistema hematopoyético. Además, las vías de 
TGF-(3, Hedgehog y Notch (véanse Figs. 15,41, 15.43 y 15.45) desempeñan 
unos papeles destacados en la regulación de las células madre, aunque aún 
no se han definido sus funciones precisas en la regulación de distintos tipos 
de células madre. 

Aplicaciones médicas de las células madre de adulto 

Í La capacidad de las células madre de adulto para reparar tejido dañado cla- 
ramente sugiere su potencial utilidad en la medicina clínica. Si estas células 
madre pudieran ser aisladas y amplificadas en cultivo, podrían emplearse 
en principio para sustituir tejidos dañados y para tratar una diversidad de 
trastornos, como la diabetes o trastornos neurodegenerativos como la enfer- 
medad de Parkinson o de Alzheimer. En algunos casos, el uso de células 
madre derivadas de tejidos adultos podría ser el enfoque óptimo para di- 
chas terapias de células madre, aunque el uso de células madre embriona- 
rias (analizados en la siguiente sección de este capítulo) probab lómente pro- 
porcione una posibilidad más versátil para el tratamiento de una variedad 
mayor de trastornos. 

Una aplicación clínica bien establecida de las células madre de adulto es 
el trasplante de células madre hem a topoy éticas (o trasplante de médula 
osea), que juega un papel importante en el tratamiento de una diversidad 
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Figura 17.22 Trasplante de células 
madre hematopoyéticas. Un paciente 
con cáncer es tratado con dosis 
elevadas de quimioterapia, que mata 
las células tumorales eficazmente pero 
normalmente no sería tolerada debido 
al daño potencialmente letal para 
el sistema hematopoyético. Este daño 
es reparado a continuación mediante 
un trasplante de células madre 
hematopoyéticas nuevas. 



Paciente con cáncer Los principios activos Restauración del siste-a 

matan las células tu morales hematopoyéiccc 

Toxicidad para el sistema hematopoyético 


M La sangre procedente de 
cordones umbilicales almacenada 
procedente de un donante no 
relacionado también puede 
emplearse como fuente de células 
madre hematopoyéticas para el 
trasplante. 


de cánceres. Como se describe en el Capitulo 18, la mayoría de los cánceres 
son tratados mediante quimioterapia con principios activos que matan ce- 
lulas que se dividen rápidamente, dañando su ADN o inhibiendo la replica- 
ción del ADN. Estos principios activos no actúan de forma selectiva contra 
las células cancerosas sino que son también tóxicos para ios tejidos norma- 
les que dependen de su continua renovación por acción de células madre 
como la sangre, piel, pelo y el epitelio intestinal. Las células madre hemato- 
poyéticas se encuentran entre las células en división más rápidas del cuer- 
po, de modo que los efectos tóxicos de los principios activos anticancerosos 
sobre estas células, frecuentemente limitan ia eficacia de la quimioterapia 
en el tratamiento del cáncer. El trasplante de células madre hematopoyéfr- 
cas proporciona una posibilidad de evitar esta toxicidad, permitiendo asi el 
uso de dosis mayores de los principios activos para tratar el cáncer del pa- 
ciente de forma más efectiva. En este procedimiento, el paciente es tratada 
con dosis elevadas de quimioterapia que normalmente no serían tolerada 
debido a sus efectos tóxicos sobre el sistema hematopoyético (Fig, 17.22). £_ 
daño potencialmente letal es reparado, sin embargo, medíante la transie- 
ren da de células madre hematopoyéticas (obtenidas de la médula ósea o de 
sangre periférica) al paciente después de completar la quimioterapia, de 
forma que el sistema hematopoyético normal es restaurado. En algunos ca- 
sos, las células madre se obtienen del paciente antes de la quimioterapia 
son almacenadas y devueltas al paciente una vez se completa la quimiotera- 
pia, Sin embargo, es importante asegurar que estas células no están conta- 
minadas con células cancerosas. Como alternativa, las células madre a tras- 
plantar pueden obtenerse de un donante sano (generalmente un pariente 
cercano) cuyo tipo de tejido se parece estrechamente al del paciente. Ade- 
más de su uso en el tratamiento de cáncer, las transferencias de células ma- 
dre hematopoyéticas se emplean para tratar pacientes con patologías del 
sistema hematopoyético, como la anemia aplástica, trastornos de la heme- 
globina y deficiencias inmunes. 

Las células madre epiteliales también han encontrado una aplicación clí- 
nica en forma de trasplantes de piel que se emplean para tratar a pacientes 
con quemaduras, heridas y úlceras. Una técnica de estos procedimiento 
consiste en cultivar células de la piel epidérmica para formar una película 
epitelial, que puede a continuación ser transferida al paciente. Puesto que .2 
propia piel del paciente puede emplearse en este procedimiento, se elimina 
la complicación potencial de rechazo del trasplante por parte del sistema ir- 
mune. Las posibilidades de emplear células madre de adulto para terapia.- 
de sustitución similares en otras patologías, incluyendo la diabetes y la en- 
fermedad de Parkinson, y distrofias musculares, se investigan con gran in- 
terés. Sin embargo, estas aplicaciones clínicas de las células madre de adic- 
to están limitadas por las dificultadas relacionadas con el aislamiento y 
cultivo de las poblaciones de células madre apropiadas. 
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Cultivo de células madre embrionarias 


Aislamiento de una línea celular plurí potencial a partir 
de embriones tempranos de ratón cultivados en medio 
condicionado de células madre de teratocarcinoma 

Gaíl R. Martin 

Universidad de California, San Francisco, CA 
Proceedings ofthe National Academy of Science, ÜSA r 1981, 
Volumen 78, págs. 7634-7638 


Contexto 

Las células de embriones tempranos 
son únicas en su capacidad de 
proliferación y diferenciación en 
todos los tipos de células que 
componen los tejidos y órganos de los 
animales adultos. En 1970 se encontró 
que los embriones tempranos de ratón 
con frecuencia desarrollaban tumores 
cuando eran retirados del útero y 
trasplantados en un sitio anómalo. 
Estos tumores, denominados 
teratocarcinomas, contenían células 
que eran capaces de formar una gama 
de tejidos diferentes a medida que 
crecían en el animal Además, las 
células procedentes de los 
teratocarcinomas (denominadas 
células de carcinoma embrionario) 
podían aislarse y crecer en cultivo. 
Estas células se parecían a las células 
embrionarias normales y podía 
inducirse su diferenciación en una 
variedad de tipos celulares en cultivo. 
Algunas células de carcinoma 
embrionario también podían 
participar en el desarrollo normal de 
un ra tón, si eran inyectadas en 
embriones tempranos de ratón 
(blastocistos) y a continuación 

(A) (8) 


implantados en una madre 
adoptiva. 

La capacidad de las células de 
carcinoma embrionario de 
diferenciarse en una diversidad de 
tipos celulares y de participar en el 
desarrollo normal del ratón, sugería 
que estas células derivadas de 
tumores podían estar estrechamente 
emparentadas con las células madre 
embrionarias normales. Sin embargo, 
los sucesos que ocurrieron durante el 
establecimiento de teratocarcinomas 
en ratón eran desconocidos. Gail 
Martin hipotetizó que las células de 
carcinoma embrionario encontradas 
en los teratocarcinomas eran, 
esencialmente, células embrionarias 
normales que proliferaban 
anómalamente debido, sencillamente, 
a que cuando eran retiradas del útero 
y trasplantadas a un sitio extraño, no 
recibían las señales apropiadas para 
inducir la diferenciación normal. 
Basándose en esta hipótesis, intentó 
cultivar células de embriones de ratón 
con el objetivo de aislar líneas de 
células madre embrionarias normales. 
Sus experimentos, junto con un 
trabajo similar de Martin Evans y 

(O 



Gail R. Martin 


Matthew Kaufman (Establecimiento 
en cultivo de células pluripotenciales 
a partir de embriones de ratón, Nature , 
1981, 292: 154-156), demostraron que 
las células madre podían cultivarse 
directamente a partir de embriones de 
ratón normales. El aislamiento de 
estas líneas de células madre 
embrionarias permitió la posterior 
manipulación genética y el análisis del 
desarrollo del ratón, además de 
plantear el posible uso de células 
madre embrionarias humanas en la 
terapia de trasplante. 

Experimentos 

Basándose en la premisa de que las 
células de carcinoma embrionarias se 
derivaban a partir de células madre 
embrionarias normales, Martin 
intentó cultivar células a partir de 
blastocistos normales de ratón. 
Empezando con las células de 
aproximadamente 30 embriones. 

Las células madre embrionarias se 
diferencian en cultivo para formar una 
variedad de tipos celulares, incluyendo 
células semejantes a neuronas (A), células 
endodérmicas íB), y cartílago (C). 
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aisló inicialmente cuatro colonias 
de células en crecí miento tras 
una semana de cultiva. Estas células 
podían pasarse repetidamente a 
cultivos en masa, y podían derivarse, 
de forma reproducibte, en nuevas 
líneas celulares cuando se repetía el 
experimento con embriones de ratón 
adicionales. 

Las líneas celulares derivadas a 
partir de embriones normales (cél ulas 
madre embrionarias) se asemejaban a 
las células de carcinoma embrionario, 
derivadas de tumores. Lo más 
importante es que podía inducirse la 
diferenciación de las células madre 
embrionarias en cultivo en una 
variedad de tipos celulares, 
incluyendo células endodérmicas H 
cartílago y células semejantes a 
neuronas (véase figura). Es más, si las 
células madre embrionarias eran 
inyectadas en un ratón, formaban 
tumores que contenían múltiples 
tipos celulares diferenciados. Parecía 
entonces, que las líneas de células 
madre embrionarias, que retenían la 


capacidad de diferenciarse en una 
amplia gama de tipos celulares, 
podían establecerse en cultivo a partir 
de embriones normales de ratón. 

Impacto 

El establecimiento de líneas de células 
madre embrionarias ha tenido un 
gran impacto sobre el estudio de la 
genética y el desarrollo del ratón, 
además de abrir nuevas posibilidades 
para el tratamiento de una variedad 
de enfermedades humanas. 
Experimentos sucesivos demostraron 
que tas células madre embrionarias 
podían participar en el desarrollo 
normal del ratón tras su inyección en 
embriones muñiros. Puesto que 
podían utilizarse técnicas de 
transferencia génica para introducir o 
mutar genes en las células madre 
embrionarias cultivadas, estas células 
se han utilizado para investigar el 
papel de diversos genes en el 
desarrollo del ratón. Como se estudió 
en el Capítulo 4, cualquier gen de 
interés puede ser inactivado en las 


células madre embrionarias, medíante 
la recombinadón homologa con un 
ADN clonado, y el papel de dicho gen 
en el desarrollo del ratón puede 
determinarse a continuación, 
introduciendo las células madre 
embrionarias alteradas en embriones 
de ratón. 

En 1993, dos grupos de 
investigadores desarrollaron las 
primeras lineas de células madre 
embrionarias humanas. Debido a la 
capacidad de proliferación y 
diferenciación de estas células, ofrecen 
la posibilidad de proporcionar nuevas 
terapias para el trata ni iento de una 
variedad de enfermedades. A pesar 
de que el número de problemas 
técnicos y preocupaciones éticas 
deben afrontarse, las terapias de 
trasplante basadas en el empleo de 
células madre embrionarias pueden 
proporcionar la mayor esperanza 
para el tratamiento de enfermedades 
como la de Parkinson, Alzheimer, la 
diabetes y las lesiones de la médula 
espinal. 


Células madre embrionarias y clonadón terapéutica 

Mientas que latí células madre de adultos son difíciles de aislar y cultivar, 
resulta relativamente sencillo aislar y amplificar las células madre proce- 
dentes de embriones tempranos (células madre embrionarias). Estas célu- 
las pueden crecer indefinidamente como poblaciones puras de células ma- 
dre mientras mantienen la capacidad de generar todos los tipos celulares 
diferenciados presentes en organismos adultos. Como consecuencia, ha ha- 
bido un gran interés en ias células madre embrionarias tanto desde él pun- 
to de vista de la ciencia básica como el de la aplicación clínica. 

Células madre embrionarias 

Las células madre embrionarias fueron cultivadas por primera vez a partir 
de embriones de ratón en 1981 (Fig. 17,23). Pueden propagarse de forma in- 
definida en cultivo y, si se introducen en embriones tempranos, son capaces 
de dar lugar a células en todos los tejidos del ratón. Así retienen su capad - 


Figura 17.23 Cultivo de células 
madre embrionarias de mamífero. 

(A) Las células madre embrionarias 
se cultivan a partir de Ja masa celular 
Interna de un embrión temprano 
(blastocisto). (B) Mícrografía 
electrónica de barrido de células madre 
embrionarias en cultivo, (Yorgos 
Nikas/ Photo Resea rchers ine) 
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dad de desarrollarse en todos Los tipos celulares diferentes presentes en los 
tejidos y órganos adultos (conocida como to ti potencia). Adirionalmente, 
pueden inducirse para diferenciarse en una diversidad de tipos diferentes 
de células en cultivo. 

Como se describió en el Capítulo 4, las células madre embrionarias han 
y\áo una importante herramienta experimental para la biología celular por- 
que pueden emplearse para introducir genes alterados en ratones (véase 
Fig.4 36). Además, proporcionan un sistema modelo sobresaliente para el 
estudio de los eventos moleculares y celulares asociados con la diferencia- 
ción celular embrionaria, de forma que las células madre embrionarias han 
-ido de considerable interés para los biólogos celulares y del desarrollo des- 
de hace tiempo. El interés por estas células alcanzó un nuevo máximo de in- 
tensidad, sin embargo, en 1998 cuando dos grupos de investigadores des- 
cribieron el aislamiento de células madre a partir de embriones humanos, 
surgiendo la posibilidad de emplear las células madre embrionarias en tera- 
pias de trasplante clínico. 

Las células madre embrionarias de ratón se cultivan en presencia de un 
factor de crecimiento denominado LIE (factor inhibidor de la leucemia), que 
señaliza a través de la vía JAK/STAT (véase Fig. 15.40) y es necesario para 
mantener a estas células en su estado indiferenciado (Fig. 17.24). Si se retira 
el LIF del medio, las células se agregan en estructuras que se parecen a em- 
briones (cuerpos embrioides) y a continuación se diferencian en una amplia 
variedad de tipos celulares, incluyendo neuronas, a dip oritos, células san- 
guíneas, células epiteliales, células del músculo Eso vascular, e incluso célu- 
las de músculo cardíaco que laten. Las células madre embrionarias no re- 
quieren LIF pero se mantienen en un estado indiferenciado de forma 
similar mediante otros factores de crecimiento, que no han sido completa- 
mente caracterizados por el momento. 

Es importante resaltar que las células madre embrionarias pueden ser di- 
rigidas para diferenciarse a lo largo de vías específicas medíante la adición 



Figura 17.24 Diferenciación 
de células madre embrionarias. 

Las células madre embrionarias 
de ratón (células madre embrionarias, 
ES) se mantienen en un estado 
indiferenciádo en presencia de LIF 
Si se retira el LIF del medio de cultivo, 
i as células se agregan para formar 
cuerpos embrioides y a continuación 
se diferencian en una variedad de tipos 
celulares. 
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de los factores de crecimiento apropiados al medio de cultivo. Así, puede 
ser posible derivar población de tipos celulares específicos, como célula 
cardíacas o nerviosas, para terapias de trasplante. Por ejemplo, se han de- 
sarrollado métodos para dirigir la diferenciación de células madre tanto de 
ratón como del ser humane» en miocardiodtos, que se han empleado para 
reparar lesiones cardíacas debidas a infarto de miocardio en ratones. De 
igual modo, se ha logrado avanzar de forma considerable en el control de la 
diferenciación de las células madre embrionarias en neuronas utilizadas er 
trasplantes terapéuticos en modelos de roedores de la enfermedad de Par- 
kinson y lesiones de médula espinal, así como células pancreáticas produc- 
toras de insulina, aplicadas al tratamiento de la diabetes en el ratón. Una 
gran cantidad de la investigación actual se centra end desarrollo de medios 
de cultivo para estimular la diferenciación de células madre embrionarias .i 
través de vías específicas, produciendo así poblaciones de células diferen- 
ciadas que puedan ser empleadas en terapias de trasplante en una diversi- 
dad de patoíogías. 


Fígura 17.25 Clonación mediante 
transferencia nuclear de células 
somáticas. {A) El núcleo de una 
célula somática adulta es transferido 
a un óvulo sin fertilizar del que se han 
retirado los cromosomas normales 
del óvulo (un óvulo enucleado). 

A continuación el óvulo es cultivado 
hasta un embrión temprano y es 
transferido a una madre adoptiva, 
que dará a luz un clon del donante 
del núcleo adulto. (B) Dolí y (la oveja 
adulta, izquierda) fue el primer 
mamífero clonado. Se muestra con su 
cordero, Bonnie, que fue producida 
mediante reproducción normal. 
(Fotografía de Roddy Field; cortesía 
de T. Wakayama y R. Ya na g ¡machi.) 


Transferencia nuclear de células somáticas 

El aislamiento de células embrionarias humanas en 1998 siguió a la primera 
demostración de que el núcleo de una célula adulta de mamífero podía dar 
lugar a un animal clonado viable. En 1997 Ian Wilmut y su colaboradores 
iniciaron una nueva era de la medicina regenerativa con la clonación de la 
oveja DoUy (Fig* 17.25). Dolly surgió del núcleo de una célula epitelial dá 
mamífero que fue trasplantado en un óvulo sin fertilizar en lugar del nú- 
cleo normal del óvulo — un proceso denominado transferencia nuclear út 
células somáticas — . Es interesante resaltar que este tipo de experimento se 
llevó a cabo por primera vez en ranas en los años 50. El hecho de que se tar- 
dase más de cuarenta años antes de que se realizara con éxito en mamíferos 
atestigua la dificultad técnica de este procedimiento. Desde el éxito inicü 
de Wilmut y sus colaboradores, la transferencia de núcleos desde células 
somáticas a ovocitos enucleados se ha empleado para crear descendencia 
clonada en una diversidad de especies de mamífero, incluyendo ovejas, ra- 
tones, cerdos, vacas, cabras, conejos y gatos. Sin embargo, la donación me- 
diante transferencia nuclear de células somáticas en mamíferos sigue sien- 
do un proceso extremadamente ineficiente, de modo que tan solo el l%-3% 
de los embriones generalmente dan lugar a descendencia viva. 

La donación animal mediante transferencia nuclear de células somáticas 
junto con las propiedades de las células madre embrionarias, abren la posi- 
bílidad de la clonación terapéutica (Fig. 17.26), En la donación terapéutica 
un núcleo procedente de una célula humana adulta seria transferido a ur 
óvulo enudeado, que seria empleado a continuación para producir un em- 
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-¡gura 17.26 Clonación terapéutica. En la donación terapéutica, el 
núcleo de una célula de] paciente sería transferido a un óvulo enudeado, 
que sería cultivado hasta dar un embrión temprano. A continuación, las 
células madre embrionarias se derivarían y diferenciarían hada el tipo 
celular deseado y trasplantadas de nuevo en el paciente. Las células 
trasplantadas serían genéticamente idénticas a las del receptor (quien fue 
¡ donante del núcleo adulto), de forma que se evitarían las 
complicaciones de rechazo inmune* 


brión temprano en cultivo* Las células madre embrionarias po- 
drían entonces ser cultivadas a partir del embrión clonado y em- 
pleadas para generar los tipos apropiados de células diferenciadas 
rara la terapia de trasplante. La principal ventaja proporcionada 
ror la donación terapéutica es que las células madre embrionarias 
derivadas de este procedimiento serían genéticamente idénticas al 
receptor del trasplante, que fue el donante det mídeo de la célula 
somática adulta* Esto sobrepasa la barrera del sistema inmune en 
el rechazo del tejido trasplantado. 

La posibilidad de la donación terapéutica supórtela aproxíma- 
j amente más general para el tratamiento de un amplio abanico de 
trastornos devastadores frente a los cuales podría utilizarse el tra- 
tamiento mediante trasplante de células madre. No obstante, aun- 
que se han cosechado algunos éxitos en los modelos animales, si- 
guen existiendo algunos obstáculos considerables que deberán 
salvarse antes de que la clonación terapéutica pueda aplicarse en 
el ser humano. Se necesitan mejoras sustanciales para superar la 
baja eficiencia de los métodos de transferencia de núcleos de célu- 
las somáticas empleados para producir embriones* Por otra parte, 
la clonación terapéutica mediante transferencia de núcleos de cé- 
lulas somáticas ha suscitado algunas preocupaciones éticas, no so- 
lamente con respecto a la posible donación de personas (clona- 
ción reproductiva), sino también con relación a la destrucción de 
los embriones utilizados para obtener las células madre embriona- 
rias. Los adelantos recientes de reprogramación de células somáti- 
cas en células totipotenciales similares a células madre embriona- 
rias podrían permitirnos superar estas dificultades. 

Células madre totipotenciales inducidas 

Debido a las dificultades tanto técnicas como éticas que plantea la 
obtención de células madre embrionarias mediante transferencia 
de núcleos de células somáticas, los trabajos que han demostrado 
la posibilidad de convertir directamente las células somáticas 
adultas en células madre toti poten tes en cultivo han supuesto un 
enorme adelanto. Esta técnica permite prescindir de los embriones 
y representa un medio directo de conversión de células somáticas 
en células madre que, de manera similar a las células madre em- 
brionarias, pueden dar lugar a todos los tejidos de un organismo. 

Kazutoshi Takahashi y Shinva Yamanaka describieron por vez 
primera la conversión (o reprogramación) de las células somáticas 
en células madre totipotenciales en 2006. Estos investigadores des- 
cubrieron que los fibroblastos de ratón podían re programarse 
para transformarse en células que remedaban las células madre 
embrionarias (bautizadas como células madre embrionarias in- 
ducidas) por acción de cuatro factores de transcripción introduci- 
dos mediante transferencia de genes retro virales (Fig. 17.27). En 
otros trabajos posteriores se ha demostrado que las células madre 
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Figura 1727 Células madre totipotenciales inducidas. Los fibroblastos de ratón 
adulto cultivados m vitro se convierten en células madre totipotenciales mediante la 
infección por vectores retro vi rales (véase Fig, 4,34) que portan genes que codifican 
cuatro factores de transcripción: Oct3/4, Sox2, Kif4 y c-Myc. 
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totipotenciales inducidas, de manera similar a las células madre embriona- 
rias, pueden diferenciarse para dar lugar a todos los tipos celulares cuando 
se introducen en embriones de ratón en una fase temprana de su desarrollo. 
El descubrimiento que la acción de tan solo cuatro factores de transcripción 
clave sea suficiente para reprogramar células somáticas adultas en célula- 
madre totipotenciales ha sido sorprendente y plantea diversos interro- 
gantes acerca de los programas transcrípc tonales que controlan el destino 
celular. 

Cabe destacar que en algunos estudios posteriores se ha demostrado la 
posibilidad de reprogramar los fibroblastos humanos adultos en células to- 
tipotenciales a través de una técnica similar. Por tanto, hoy en día somos ca- 
paces de convertir directamente células cutáneas de un paciente en celular 
madre totipotenciales inducidas en condiciones in vitro, de modo que dis- 
ponemos de un nuevo método de obtención de células madre totipotencia- 
les para su aplicación en el tratamiento con trasplante. No obstante, quedan 
aún algunos problemas por resolver. Algunos de los factores de transcrip- 
ción (como c-Myc) que se utilizan para reprogramar los fibroblastos en cé- 
lulas madre totipotenciales pueden actuar como oncogenes y producir cán- 
cer, aunque podrían sustituirse por otros factores sin potencial oncogénico 
Por otra parte, los vectores retro virales empleados para introducir genes 
en los fibroblastos pueden inducir mutaciones nocivas que conducirían al 
desarrollo de tumores, por lo que será necesario poner a punto metodologí- 
as alternativas de transferencia génica con aplicaciones terapéuticas segu- 
ras, Las células madre totipotenciales inducidas podrían establecerse y 
usarse en tratamientos de trasplante individualizados en cuanto se superer 
todas estas dificultades. 


PALABRAS CLAVE ■ RESUMEN 


MUERTE CELULAR PROGRAMADA 

muerte celular programada, Los eventos de la apoptosis: La muerte celular programada juega un papel 

necrosis, apoptosís clave tanto en el mantenimiento de los tejidos adultos como en el desarrolh 

embrionario. Al contrario que la muerte accidental de las células como con- 
secuencia de una lesión aguda, la muerte celular programada tiene ¡ugai vía 
un proceso activo de apop tosí s. Las células apopléticas y los fragmentos ce 
lula res son a continuación eliminados con eficacia mediante fagocitosis. Los 
genes responsables de la regulación y ejecución de la apoptosís fueron ini- 
cial mente identificados mediante el análisis genético de C. elegans. 


cas pasa, apoptosoma Casposas: los ejecutores de la apoptosis: Las caspasas son una familia de 

pro te asas que son las electoras de la apoptosis. Las caspasas se clasificar 
como caspasas iniciadoras o efecto ras, y ambas funcionan en una cascada 
que lleva hacia la muerte celular. En las células de mamífero, la principal cas- 
pasa iniciadora es activada en un complejo denominado apoptosoma, que 
también requiere el d toe rom o c liberado desde las mitocondrias. 
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RESUMEN 


Reguladores centrales de la apoptosis: la familia Bcl-2 .* Los miembros de la 
familia Bcl-2 son reguladores centrales de la activación de las caspasas y de 
la apoptosis, Algunos miembros de la familia Bcl-2 funcionan inhibiendo la 
apoptosis (an ti apopléticos) mientras que otros actúan estimulando la apop- 
tosis (proapoptóticos) . Las señales que controlan la muerte celular programa- 
da alteran el equilibrio entre los miembros proapoptóticos y antiapoptóticos 
de la familia Bcl-2, que se regulan entre sí. En las células de mamífero, los 
miembros proapoptóticos de la familia Bcl-2 actúan en las mitocondrías, 
donde estimulan la liberación de citocromo c, desencadenando ía activación 
de las caspasas. Las caspasas también están reguladas directamente median- 
te las proteínas inhibidoras LAR 

Vías de señalización tjae regulan la apoptosis : Una diversidad de vías de se- 
ñalización regulan la apoptosis, controlando la expresión o la actividad de 
los miembros proapoptóticos de la familia Bcl-2. Estas vías incluyen la acti- 
vación inducida por el ADN lesionado del supresor humoral p53 r la activa- 
ción estimulada por factores de crecimiento de la señalización mediada por 
PI 3-quínasa / Akt, y la activación de los receptores de muerte mediada 
por polipéptidos que inducen la muerte celular programada. 

Vías alternativas de muerte celular programada . La autofagia y la necrosis 
regulada son dos mecanismos alternativos de apoptosis en la inducción de la 
muerte celular programada, 

CÉLULAS MADRE Y MANTENIMIENTO DE LOS TEJIDOS ADULTOS 

Proliferación de las células diferenciadas: La mayoría de las células en los 
animales adultos están detenidas en fase G„ del ciclo celular. Algunos tipos 
de células diferenciadas, incluidos los fibroblastos de la piel, las células en- 
doteliales, las células de músculo liso y las células hepáticas son capaces de 
reiniciar la proliferación a medida que sea necesario para reemplazar células 
que se han perdida como consecuencia de una lesión o de la muerte celular. 

Células madre: La mayoría de las células diferenciadas no proliferan ellas 
mismas, sino que pueden ser sustituidas mediante la proliferación de células 
madre. Las células madre se dividen para dar lugar a una célula hija que si- 
gue siendo una célula madre, y otra que se divide y se diferencia. Las células 
madre han sido identificadas en una amplia variedad de tejidos adultos, in- 
cluyendo el sistema hematopoy ético, la piel, el intestino, el músculo esquelé- 
tico, el cerebro y el corazón. 

Aplicaciones médicas de las células madre de adulto : La capacidad de las cé- 
lulas madre de reparar tejido dañado sugiere su potencial uso en la medicina 
dinica. Las células madre de adulto se emplean para reparar lesiones del sis- 
tema hematopoy ático mediante células madre hematopoy éticas, y las células 
madre epidérmicas pueden emplearse para los trasplantes de piel. Sin embar- 
go, las aplicaciones clínicas de las células madre de adulto están limitadas 
por las dificultadas asociadas con el aislamiento y cultivo de estas células. 

CÉLULAS MADRE EMBRIONARIAS Y CLONACIÓN TERAPÉUTICA 

Células madre embrionarias: Las células madre embrionarias se cultivan a 
partir de embriones tempranos. Pueden crecer con relativa sencillez en el es- 
tado indi fe renda do en cultivo mientras que mantienen su capacidad de dife- 
renciarse en una amplia variedad de tipos celulares, de modo que puede 
ofrecer ventajas considerables sobre las células madre de adulto en muchas 
aplicaciones clínicas. 


PALABRAS CLAVE 
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PALABRAS CLAVE 


transferencia nuclear de células 
somáticas, clonación terapéuti- 
ca, donación reproductiva. 


células madre totipotenciales 
inducidas 


Preguntas 

1. ¿Por qué la muerte celular vía apopto- 
sis es más ventajosa para los organismos 
multicelulares que la muerte celular vía 
lesión aguda? 

2. ¿Qué mecanismos moleculares regu- 
lan la actividad de las taspasas? 

3. Has expresado mulantes de lamininas 
nucleares en fibroblastos humanos. El 
residuo de Asp en la diana de escisión 
de las c asp asas ha sido mu fado a una 
Clu en estas 1 amininas. ¿Cómo afectarían 
estas lamininas muta ntes a la progre- 
sión de la apoptosis? 

4. ¿Cómo regulan las proteínas de la fa- 
milia Bci-2 la apoptosis en células de 
mamífero? 

5. ¿Cómo afecta la activación de p53 en 
respuesta al ADN lesionado a la progre- 
sión del ciclo celular y la supervivencia 
celular? 
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RESUMEN 


Transferencia nuclear de células somáticas: Los mamíferos han sido dona- 
dos mediante transferencia nuclear de células somáticas en la que el núcleo 
de una célula somática adulta es trasplantado en un óvulo enucieado. Esto 
abre la posibilidad de la clonación terapéutica en la que las células madre 
embrionarias se derivarían a partir de un núcleo clonado. A pesar de que se 
deben superar muchos obstáculos, la posibilidad de la clonación terapéutica 
ofrece grandes promesas para el desarrollo de nuevos tratamientos para una 
diversidad de patologías devastadoras. 

Células madre totipotenciales inducidas: las células somáticas adultas pue- 
den convertirse en células madre totipotenciales en condiciones in vitra por 
acción de cuatro factores de transcripción, lo que podría suponer un método 
alternativo de producción de células madre para el trasplante terapéutico. 


6. Has construido un motante de Bad en 
el que la diana para ia fosforilación por 
Akt ha sido mulada, de forma que Akt 
ya no la fosforila, ¿Cómo afectaría la ex- 
presión de este muta rite a la superviven- 
cia celular? 

7. ¿Cómo afectaría a la apoptosis la ex- 
presión de ARNsi dirigido frente a las 
proteínas 14-3-3? 

8. Estás considerando el tratamiento de 
un paciente leucémico con TNE En un 
análisis más detallado determinas que 
tas células leucémicas poseen una muta- 
ción desactivadora de la caspasa-8 ¿Será 
el tratamiento con TMF una terapia efi- 
caz para este paciente? 

9. ¿Cómo afectaría el ARNsi frente a 
Ced-3 al desarrollo de C elegans? 

10. Has aislado un polipéptido a partir 
de una planta tóxica, que se localiza en 
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lulas de mamífero en cultivo? 

11. Muchos tejidos adultos contienen ce- 
lulas diferenciadas de forma terminal que 
son incapaces de proliferar Sin embargo 
estos tejidos pueden regenerarse después 
de una lesión, ¿Qué les confiere a estos te- 
jidos su capacidad regenera tí va? 

12. ¿Cuál es la propiedad crítica de 
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adulto para las aplicaciones terapéuticas? 
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para describir ios tumores. 


El c\ncer es un tema aprqpíapo para el último capítulo de este libro, ya 
que se debe a la alteración de los mecanismos reguladores que dirigen el 
comportamiento de la célula normal Como ya se trató en capítulos anterio- 
res, la proliferación, diferenciación y supervivencia de las células indivi- 
duales en los organismos pluricelulares se regulan cuidadosamente para 
atender los requerimientos del organismo como un todo. Esta regulación no 
existe en las células cancerosas, que crecen y se di viden de una manera in- 
controlada, y que en última instancia se propagan por todo el cuerpo e inter- 
fieren con la función de los tejidos y de los órganos sanos. 

Puesto que el cáncer se debe a alteraciones en los mecanismos funda- 
mentales de la regulación celular, es una enfermedad que en último término 
ha de ser caracterizada a los niveles molecular y celular. En efecto, la com- 
prensión del cáncer ha sido un objetivo de los biólogos moleculares y celu- 
lares durante muchos años. De igual forma, el estudio de las células cance- 
rosas también ha ayudado a esclarecer los mecanismos que regulan el 
comportamiento de las células sanas. De hecho, muchas de las proteínas 
que desempeñan papeles clave en la señalización celular en la regulación 
del ciclo celular, y en el control de la muerte celular programada se identifi- 
caron por primera vez porque alteraciones en su actividad causaban la pro- 
liferación incontrolada de las células cancerosas. Por tanto, el estudio del 
cáncer ha contribuido de manera significativa a nuestro conocimiento de la 
regulación de las células sanas y viceversa. 

Desarrollo y causas del cáncer 

La principal alteración que causa el desarrollo de un cáncer es la prolifera- 
ción continua e incontrolada de las células cancerosas. En vez de responder 
apropiadamente a las señales que controlan el comportamiento celular nor- 
mal, las células cancerosas crecen y se dividen de manera incontrolada, in- 
vadiendo los tejidos y los órganos sanos y, finalmente, diseminándose por 
todo el cuerpo. La pérdida generalizada del control del crecimiento que 
muestran las células cancerosas es el resultado neto de la acumulación de 
alteraciones en múltiples sistemas reguladores de la célula, y se refleja en 
varios aspectos del comportamiento celular que diferencian a las células 
cancerosas de sus equivalentes sanas. 

Tipos de cáncer 

El cáncer se puede producir por la proliferación anormal de cualquiera de 
los diferentes tipos de células del cuerpo, por lo que hay más de 100 tipos 
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FiguralB.T Cáncer de páncreas. 

Mícrografía de luz de una sección a 
través de páncreas en la que se observa 
un cáncer pancreático. Las células 
cancerosas poseen núcleos de color 
violeta, y están invadiendo el tejido 
normal (rosa). (Astrid y Hanns-Frieder 
Michler/SPL/ Photo Resea rchers, Inc.) 


■ A pesar de que el cáncer tía 
estado con nosotros a lo largo de 
la historia del hombre, se ha 
convertido en una de las 
principales causas de muerte sólo 
en el último siglo. Antes de 1900, 
la mayoría de las muertes se debían 
a enfermedades infecciosas, como 
la neumonía y la tuberculosis, 
y la esperanza de vida era inferior 
a los 50 años. El cáncer era una 
patología infrecuente que era 
responsable de un pequeño 
porcentaje de las muertes. 



distintos de cáncer que pueden diferir sustanc húmente en su comporta- 
miento y respuesta al tratamiento. La cuestión más importante en la patolo- 
gía del cáncer es distinguir entre tumores benignos y malignos. Un tumor 
es una proliferación anormal de las células, que puede ser benigno o malig- 
no. Un tumor benigno, como las verrugas comunes de la piel, permanece 
confinado en su localización original, sin invadir el tejido sano adyacente ni 
propagarse a lugares distantes del cuerpo. Sin embargo, un tumor maligne 
es capaz de invadir el tejido normal adyacente (Fig. 18.1) y de propagarse 
por el cuerpo mediante los sistemas circulatorio o linfático (metástasis,' 
Sólo a los tumores malignos se les denomina propiamente como cánceres, v 
es su capacidad para invadir y dar lugar a la metástasis lo que convierte a! 
canceren algo tan peligroso. Mientras que los tumores benignos pueden eli- 
minarse mediante cirugía, la difusión de los tumores malignos a lugares de i 
cuerpo distantes los suele hacer resistentes a este tratamiento local. 

Tanto los tumores malignos como los benignos se clasifican de acuerdo ai 
tipo de célula del que proceden. La mayoría de los cánceres se incluyen en 
uno de tres tipos principales: carcinomas, sarcomas y leucemias o linfomas. 
Los carcinomas, que incluyen aproximadamente al 90% de los cánceres hu- 
manos, son alteraciones de las células epiteliales. Los sarcomas, que son ra- 
ros en humanos, son tumores sólidos de tejidos conectivos, como el múscu- 
lo, hueso, cartílago y tejido fibroso. Las leucemias y los linfomas, que 
contabilizan aproximadamente el 8% de los casos en humanos, surgen a 
partir de las células hcmatopoyéticas y de las células del sistema inmune, 
respectiv amente. Estos tumores se clasifican a su vez atendiendo al tejido 
de origen (p. ej., carcinoma de pulmón o de mama) y al tipo de célula invo- 
lucrada. Por ejemplo, los fibrosareomas surgen a partir de los fibroblastos, v 
las leucemias eritroides a partir de los precursores de los eritrocitos (glóbu- 
los rojos sanguíneos). 

Aunque hay muchos tipos de cáncer, sólo son mayoritarios unos pocos 
(Tabla 18.1). En Estados Unidos se diagnostican anualmente más de un mi- 
llón de casos de cáncer, y más de 500,000 americanos mueren de cáncer al 
año. Casi el 80% de la incidencia total del cáncer se debe a los que afectan 
once zonas distintas del cuerpo. Los cánceres más comunes, que constitu- 
yen más de la mitad de los casos de cáncer, son los de mama, próstata, pul- 
món y colon/ recto. El cáncer de pulmón, con mucho el más letal, es el res- 
ponsable de cerca del 30% de todas las muertes por cáncer. 
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Tabla 18.1 cánceres más frecuentes en Estados Unidos 


Localización del cáncer 

Casos por año 

Muertes por año 

Próstata 

zmm (i5 r i%) 

27.100(43%) 

Pulmón 

213.400 (143%) 

160 400 (28,6%) 

Mama 

180.500 (123%) 

40.900 (7,3%) 

Colon /recto 

153.800 (ID, 6%) 

52.200 (9,3%) 

Lín/omas 

71.400 (4,9%) 

19.700 (33%) 

Vejiga 

67.200 (4,7%) 

13.800 (2,5%) 

Piel (mclanoma) 

59.900 (4,1%) 

8,100 (1,4%) 

Riñón 

51.200 (3,6%) 

12,900 (2,3%) 

Útero 

50.200 (3,5%) 

11,100 (2,0%) 

Leucemia 

44.200(3,1%) 

21,800 (3,9%) 

Páncreas 

37.200(2,6%) 

33.400 (6,0%) 

Subtotal 

1.148 000 (79,4%) 

401,400 (71,8%) 

Todos los sitios 

1.445.000 (100%) 

560.000 (100%) 


fuente: American Cáncer Society, Cáncer Fuete and Figure* — 2005. 


Desarrollo del cáncer 

Una de las características funda menta Íes del cáncer es que los tumores son 
dones, es decir, los tumores se desarrollan a partir de una única célula que 
prolífera de manera anormal El origen de muchos tumores a partir de una 
única célula se ha demostrado mediante el análisis de la inactivación del 
cromosoma X (Fig. 18.2). Como ya se trató en el Capitulo 7, un miembro del 
par de cromosomas X se inactiva en las células femeninas y pasa al estado 
de heterocromatina. La inactivación del cromosoma X ocurre al azar duran- 
te el desarrollo embrionario, por lo que uno de los cromosomas X es inacti- 
vado en algunas células mientras que en otras se inactiva el otro cromosoma 
X, Por tanto, si una hembra es heterocigota para un gen del cromosoma X, se 
expresarán alelos distintos en células distintas. Los tejidos sanos se compo- 
nen de una mezcla de células con cromosomas X inactivos diferentes, por lo 
que en los tejidos normales de hembras heterocigotas se detecta la expre- 
sión de ambos alelos. Por el contrario, en los tejidos tu mora les se suele ex- 
presar sólo un alelo de un gen heterociguto portado por el cromosoma X. 
Esto implica que todas las células que constituyen ese tumor derivan de 
una única célula original, en la que se fijó el patrón de inactivación del cro- 
mosoma X antes de que el tumor se desarrollara. 

Sin embargo, el origen don al de los tumores no impLica que la célula pro- 
genitura original que da lugar al tumor tenga, en principio, todas las carac- 
terísticas de una célula cancerosa* Por el contrario, el desarrollo del cáncer 
es un proceso « muí tie tapa», en el que las células se convierten en malignas 
progresivamente a través de una serie de alteraciones. Un dato que indica el 
desarrollo muitietapa del cáncer es que la mayoría de los cánceres se de- 
sarrollan en las etapas tardías de la vida. Por ejemplo, la incidencia del cán- 
cer de colon se incrementa por un factor de más de diez entre los 30 y 50 
años de edad, y por otro factor de diez, entre los 50 y 70 años (Fig* 18,3). Este 
incremento tan drástico de la incidencia del cáncer con la edad sugiere que 
la mayoría de los cánceres se desarrollan como consecuencia de múltiples 
alteraciones, que se acumulan durante muchos años. 

A nivel celular, el desarrollo del cáncer se considera un proceso multieta- 
pa constituido por ía mutación y selección de aquellas células con una capa- 
cidad cada vez mayor de proliferación, supervivencia, invasión y metásta- 
sis (Fig. 18,4). El primer paso del proceso, la iniciación del tumor, se 
considera que se debe a una alteración genética que provoca la proliferación 
anormal de una única célula. La proliferación celular da lugar a una pobla- 
ción clonal de células tumorales. La progresión del tumor se produce a me- 



Figura 1 8.2 Carácter clónico de los 
tumores. Un tejido normal es un 
mosaico de células en las que uno de 
los cromosomas X diferentes I X v X : j 
se ha inactivado. Los tumores se 
desarrollan a partir de una única célula 
inicial alterada, por lo que cada célula 
Inmoral mostrará el mismo patrón de 
inactivación de X (X, inactivo, X. 
activo). 
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Figura 18.3 Incremento de la tasa 
de cáncer de colon con la edad 

Tasa de muertes anuales por cáncer 
de colon en Estados Unidos. í Da tos 
a partir de J. Caims, 1978. Cáncer: 
Science and Socicty, New York: W.H. 
Freeman,) 
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dida que se producen mutaciones adicionales en las células de la población 
del tumor. Algunas de estas mutaciones confieren una ventaja selectiva a la 
célula, como por ejemplo, un crecimiento más rápido, y los descendientes 
de las células que portan dicha mutación dominarán en la población tumo- 
ral. Este proceso se denomina selección clona!, puesto que un nuevo clon de 
células tumorales ha evolucionado en función de su ritmo de crecimiento 
más rápido o de otras propiedades (como la supervivencia, invasión o me- 
tástasis) que le confieren una ventaja selectiva. La selección clona! continúa 
durante el desarrollo del tumor, por lo que los tumores cada vez crecen más 
deprisa y aumenta cada vez más su carácter maligno. 

Los estudios de los carcinomas de colon proporcionan un claro ejemplo 
de la progresión tumoral durante el desarrollo de una alteración maligna 
humana común (Fig. 18,5). El primer estadio en el desarrollo del tumor es e: 
aumento de la proliferación de las células epiteliales de colon. Una de las 
células de esta población en crecimiento dará lugar a una pequeña neopla- 
sia benigna (un adenoma o pólipo). Posteriores rondas de selección clon; 
dan lugar al crecimiento de adenomas de un tamaño y potencial proiiferati- 
vo cada vez mayor. Entonces surgen carcinomas malignos a partir de los 
adenomas benignos, lo cual se reconoce por la invasión de las células tumo- 
rales a través de la lámina basal hasta el tejido conectivo subyacente, A par- 
tir de aquí, las células cancerosas continúan prolíferando y se propagan a 
través de los tejidos conectivos déla pared del colon. Finalmente, las células 
cancerosas atraviesan la pared del colon e invaden otros órganos abdomi- 
nales, como la vejiga o el intestino delgado. Además, las células cancerosa- 
invaden los vasos sanguíneos y linfáticos, lo que les permite formar metás- 
tasis por todo el cuerpo. 

Causas del cáncer 

Las sustancias que causan cáncer, denominadas carcinógenos, se han iden- 
tificado mediante estudios en animales de experimentación y mediante 
análisis epidemiológicos de la frecuencia del cáncer en las poblaciones hu- 
manas (p. ej, la elevada incidencia de cáncer de pulmón entre los fumad i - 


Figura 18.4 Etapas del desarrollo de un tumor. El desarrollo de un cáncer se 
inicia cuando una única célula que ha sufrido una mutación comienza a prohferar 
de manera anormal. Mutaciones adicionales, a las que les sigue una selección 
de aquellas células de la población en función de su ritmo de crecimiento, 
dan lugar a la progresión del tumor caracterizado por un crecimiento más rápido 
y una mayor malignidad. 
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Figura 18.5 Desarrollo de carcinomas de colon. Una única célula alterada da 
‘ugar a una población celular proliferativa, que primero evoluciona a adenomas 
benignos de un tamaño cada vez mayor, y posteriormente a un carcinoma maligno. 
Las células cancerosas invaden el tejido conectivo subyacente y penetran en los 
vasos sanguíneos y linfáticos, distribuyéndose de esta manera por todo el cuerpo. 


res). Puesto que el desarrollo del carácter maligno es un proceso multietapa 
complejo, son muchos ios factores que pueden influir en el desarrollo del 
cáncer y, en la mayoría de los cánceres, es simplista hablar de una única 
causa. De todas maneras, se han encontrado muchos agentes, entre los que 
se incluyen la radiación, productos químicos y virus, que inducen cáncer 
tanto en animales de experimentación como en humanos. 

La radiación y muchos carcinógenos químicos (Fig. 18.6) actúan dañan- 
do el ADN e induciendo mutaciones. Alguno de los carcinógenos que con- 
tribuyen a causar cánceres humanos son la radiación ultravioleta del sol (la 
principal causa de cáncer de piel), los productos químicos carcinógenos en 
el humo del tabaco, y la a fia toxina (un potente carcinógeno hepático produ- 
cido por algunos mohos que contaminan reservas de cacahuetes y de otros 
tipos de grano almacenadas de forma inadecuada). Los carcinógenos en el 
humo del tabaco (incluyendo el benzol )pireno, la dimetünitrosamína y los 
compuestos de níquel) son las principales causas identificadas de cáncer en 
el hombre. Fumar es la causa indiscutible de casi el 90% de los cánceres de 
pulmón, e igualmente está implicado en los cánceres de la cavidad oral, fa- 
ringe, laringe, esófago y otras partes. En total, se estima que fumar es la cau- 
sa de casi un tercio de todas las muertes por cáncer — una mortalidad im- 
presionante para un único agente carcinógeno. 

Otros carcinógenos contribuyen al desarrollo del cáncer estimulando la 
proliferación celular, en vez de induciendo mutaciones. Estos compuestos 
se denominan promotores tumorales, puesto que el incremento de la divi- 
sión celular que inducen se requiere para el desarrollo de una población ce- 
lular proliferativa durante los primeros estadios del desarrollo del tumor. 
Las hormonas, particularmente los estrógenos, son importantes como pro- 
motores de tumores en el desarrollo de algunos cánceres humanos. Por 
ejemplo, la proliferación de las células del endometrio uterino es estimula- 
da por los estrógenos, y la exposición a un exceso de estrógenos incrementa 
de manera significativa la posibilidad de que una mujer acabe desarrollan- 
do un cáncer de endometrio. Por tanto, la terapia basada en altas dosis de 
estrógenos durante largo tiempo para tratar la menopausia incrementa el 
riesgo de cáncer de endometrio. Afortunadamente este riesgo disminuye 
administrando progesterona para contrarrestar el efecto estimulador de los 
estrógenos en la proliferación celular en el endometrio. Sin embargo, la te- 
rapia durante largo tiempo basada en la combinación de estrógenos y pro 
gesterona puede incrementar el riesgo de cáncer de mama. 

Algunos virus también son causantes de cáncer tanto en animales experi- 
mentales como en el hombre, y la infección con la bacteria Helicobacter pxflori 
causa cáncer de estómago. Los cánceres humanos más comunes causados 
por virus incluyen el cáncer hepático y el carcinoma cervical, que juntos son 
responsables de entre el 10% y el 20% de las causas de cáncer en el hombre, 
pero como se analiza más adelante en este capítulo, los estudios de los virus 
humorales han jugado un papel clave en Ja dilucidación de los eventos res- 
ponsables del desarrollo de cánceres inducidos por carcinógenos tanto vira- 
les como no virales. 

Propiedades de las células cancerosas 

El crecimiento incontrolado de las células cancerosas se debe a la acumula- 
ción de alteraciones que afectan a muchos de los mecanismos de la regula- 
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Figura T8.6 Estructura de 
carcinógenos químicos 
representativos. 


Animación web 

Metástasis de un cáncer 

Un cáncer comienza cuando una célula 
alterada da tugar a una población 
celular proliferativa, formando un tumor 
primario del que pueden desprenderse 
células para formar tumores 
secundarios en otros puntos del cuerpo. 



■ Barry Marsh a 11 y Robín VUarren 
fueron los primeros en establecer 
una asociación entre Helkobacter 
pytori y fas úlceras estomacales. 
Para demostrar que H: pyhri es el 
agente causal de las úlceras 
estomacales, Marshall se infectó 
deliberadamente con un cultivo 
puro del microbio y estudió el 
curso de la infección. 
Afortunadamente, la enfermedad 
se resolvió espontáneamente. 


Animación web 

Inhibición dependiente 
de la densidad 

En cultivo, las células normales prolrferan 
hasta que alcanza una determinada 
densidad celular, pero las células 
tu mora les continúan pro! iterando 
independientemente de 9a densidad 
celular. 



Figura 18.7 Inhibición dependiente 
de la densidad. Las células normales 
proliferan en cultivo hasta que se 
alcanza una determinada densidad 
celular; a partir de entonces las células 
permanecen en reposo. Sin embargo, 
las células tumorales siguen 
prol iterando con independencia 
de la densidad celular alcanzada. 



ción celular que se han visto en los capítulos anteriores. Esta relación se 
observa en muchos de los aspectos del comportamiento celular que diferen- 
cian a las células cancerosas de las células normales. Las células cancerosas 
manifiestan alteraciones en los mecanismos que regulan la proliferación, di- 
ferenciación y supervivencia celular normal. En conjunto, estas propieda- 
des características de las células cancerosas permiten una descripción a ni- 
vel celular del carácter maligno. 

Las células en cultivo simulan la proliferación incontrolada de las células 
cancerosas in vivo. Una primera diferencia entre las células cancerosas y las 
células normales en cultivo es que las células nórmate muestran una inhi- 
bición de ia proliferación dependiente de la densidad (Fig. 18,7). Las célu- 
las normales prolíferan hasta alcanzar una densidad celular determinada, 
en función de la disponibilidad de los factores de crecimiento añadidos al 
medio de cultivo (normalmente en forma de suero). Entonces cesa su proli- 
feración y permanecen en reposo, detenidas en la fase G f , del ciclo celular 
(véase Fig. 16.5), Sin embargo, la proliferación de la mayoría de las células 
cancerosas no es sensible a esta inhibición dependiente de la densidad. En 
vez de responder a las señales que hacen que las células normales dejen de 
proliferar y entren en G 0/ las células tumorales siguen creciendo hasta alcan- 
zar una densidad elevada de células en cultivo, de la misma manera que 
ocurre con la proliferación incontrolada in vivo. 

Una diferencia entre las células normales y las células cancerosas relacio- 
nada con lo anterior es que muchas células cancerosas requieren pocos fac- 
tores de crecimiento extra celulares. Como ya se trató en el Capítulo 15, la 
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proliferación de La mayoría de Las células se controla, al menos en parte, por 
factores de crecimiento polipeptídícos. Para algunos tipos celulares, espe- 
dalmente los fibroblastos, la disponibilidad de los factores de crecimiento 
séricos es el principal determinante de su capacidad de crecimiento en cul- 
tivo, El requerimiento por parte de estas células de los factores de creci- 
miento está muy relacionado con el fenómeno de la inhibición dependiente 
de la densidad, puesto que la densidad a la que los fibroblastos normales 
entran en reposo es proporcional a la concentración de los factores de creci- 
miento séricos en eJ medio de cultivo. 

En el caso de muchas células tu morales su necesidad de factores de creci- 
miento es mucho menor comparada con la de las células normales, lo que 
contribuye a la proliferación incontrolada de las células tumorales tanto in 
vi tro como in vivo. En algunos casos, las células cancerosas producen facto- 
res de crecimiento que estimulan su propia proliferación (Fig. 18.8). Esta 
producción anormal de un factor de crecimiento por parte de ía célula con- 
duce a la autoesdmulación continua de la división celular (estimulación 
autocrina del crecimiento), por lo que las células cancerosas dependen en 
menor medida de los factores de crecimiento que provengan de otras fuen- 
tes fisiológicas normales. En otras ocasiones, las células cancerosas tienen 
un requerimiento reducido de factores de crecimiento debido a que los sis- 
temas de señalización intracelular están alterados; es decir, no está regulada 
la actividad de los receptores de los factores de crecimiento o la de otras 
proteínas (p* ej., proteínas Ras o pro teína quinasas) que se trataron en el Ca- 
pítulo 15 como componentes de las vías de transducdón de las señales que 
conducen a la proliferación celular. 

La regulación de las células cancerosas mediante las interacciones célula- 
célula y célula-matriz extracelular, también se produce de una manera me- 
nos rigurosa que en el caso de las células normales. La mayoría de las células 
cancerosas tiene menos capacidad de adhesión que las células normales, lo 
que es debido, generalmente, a una expresión reducida de las moléculas de 
adhesión de la superficie celular. Por ejemplo, la pérdida de la E-cadherína, 
la molécula de adhesión principal de las células epiteliales (véase Fig. 14.23), 
es un factor importante para el desarrollo de carcinomas (cánceres epitelia- 
les), Debido a que las moléculas de adhesión celular tienen un bajo nivel de 
expresión, las células cancerosas están poco restringidas por las interaccio- 
nes con otras células y con otros componentes tisú lares, lo que proporciona 



la estimulación continua 
de la proliferación celular. 


Figura 1 8.8 Estimulación autocrina 
del crecimiento. Una célula produce 
un factor de crecimiento frente al cual 
también responde, lo que origina 
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Figura 18.9 Inhibición por contacto. 

Micrografías a] microscopio óptico 
(izquierda) y al microscopio 
electrónico de barrido (derecha), de 
fibroblastos normales y de células 
tumoraíes. La migración de los 
fibroblastos normales se inhibe 
mediante el contacto celular, por lo que 
se disponen ordenadamente, lado 
junto a lado, en la superficie de la 
placa de cultivo. Sin embargo, las 
células humorales no se inhiben por 
contacto celular, por lo que migran 
unas sobre otras y se disponen de una 
manera desordenada formando una 
estructura en varias capas. (Cortesía de 
Lan Ro Chen, Dana-Farber Cáncer 
Instituto) 
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Células tu mora les 




a las células malignas la capacidad de invadir y dar lugar a metástasis. L : 
poca adhesividad de las células cancerosas también da lugar a alteración t - 
morfológicas y del dioesqueleto: muchas células humorales son más redon- 
deadas que las normales, en parte debido a que no se unen de una manera 
lan firme ni a la matriz extracelular ni a las células vecinas. 

Una diferencia llamativa en las interacciones célula-célula entre las célu- 
las normales y las células cancerosas se muestra en el fenómeno de la inhi 
bidón por contacto (Fig. 1S.9). Los fibroblastos normales migran a través 
de la superficie de la placa de cultivo hasta que contactan con la célula veci- 
na. Entonces se inhibe la migración celular, y las células normales se adhie- 
ren unas a otras formando una estructura ordenada en la superficie de _ 
placa de cultivo. Sin embargo, las células Inmorales siguen desplazándose 
tras el contacto con sus vecinas, migrando a través de las células adyacente 
dando lugar a un patrón en varias capas y desorganizado. Mo solamente e 
movimiento, sino también la proliferación de muchas células normales - 
inhibe por contacto célula-célula, y las células cancerosas son, de una mar - 
ra característica, insensibles a esta inhibición por contacto del crecimiento 

Otras dos propiedades de las células cancerosas afectan a su integrad r 
con otros componentes tisú la res, por lo que desempeñan un papel impc r- 
tante en la invasión y en la metástasis. En primer lugar, las células transí, : 
madas suelen secretar proteasas que digieren los componentes de la matr . 
extracelular, lo que permite a las células cancerosas invadir los tejidos [.ve- 
rnales adyacentes. Por ejemplo, la secreción de proteasas que degradan co- 
lágeno parece ser un factor importante en la capacidad de los carcinomas c- 
digerir y penetrar a través de la lámina basa) invadiendo el tejido conecte 
subyacente (véase Fíg. 18.5). En segundo lugar, las células cancerosas secre- 
tan factores de crecimiento que promueven la formación de nuevos vas - 
sanguíneos (angí ogénesis). La angiogénesís es necesaria para mantener é 
crecimiento de un tumor por encima de un tamaño de un millón de células 
punto en el que se requieren nuevos vasos sanguíneos para proporcionar 
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.'\ígeno y nutrientes a las células tumorales en proliferación, Estos vasos 
sanguíneos se forman en respuesta a factores de crecimiento secretados por 
¡as células tumorales; éstos estimulan la proliferación de las células endote- 
jales de las paredes de los capilares en el tejido contiguo, lo que origina la 
extensión de nuevos capilares en el tumor (véase Fíg. 17.15). La formación 
de estos nuevos vasos sanguíneos es importante no sólo para mantener el 
crecimiento del tumor, sino también en la metástasis. Las células tumorales 
pueden penetrar fácilmente en los nuevos capilares formados en respuesta 
a la estimulación angiogénica, lo que proporciona una nueva oportunidad 
para que las células cancerosas entren en el sistema circulatorio y comience 
el proceso de metástasis. 

Otra característica general de la mayoría de las células cancerosas es que 
no se diferencian de manera normal. Ésta diferenciación defectuosa se aso- 
cia a la proliferación anormal, puesto que, como ya se discutió en el Capítu- 
lo 17, la mayoría de las células diferenciadas o se dividen con muy poca fre- 
cuencia o no se dividen. Las células cancerosas en vez de llevar a cabo su 
programa de diferenciación normal, se bloquean en un estado temprano de 
diferenciación, lo que concuerda con su proliferación activa continua. 

Las leucemias proporcionan un ejemplo particularmente bueno de la re- 
lación entre una diferenciación defectuosa y la característica de malignidad 
de estas células. Todos tos tipos diferentes de células sanguíneas se derivan 
de una célula madre común de la médula ósea (véase Fíg. 17.18). Los descen- 
dientes de estas células están determinados a seguir vías de diferenciación 
específicas. Por ejemplo, algunas células se diferencian para formar eritroci- 
tos mientras que otras se diferencian para formar Linfocitos, granulocitos o 
maerófagos. Las células progenitoras de cada uno de estos tipos sufren va- 
rias rondas de división a medida que se diferencian, pero una vez que se 
han diferenciado por completo, cesa la división celular. Por el contrario, las 
células leucémicas son incapaces de sufrir la diferenciación terminal (Fig. 
18.10), En vez de ello, se detienen en los estadios tempranos de maduración 
manteniendo su capacidad de proliferación y siguen reproduciéndose. 

Es posible que la proliferación de una subpoblación de células progenitu- 
ras de cáncer, en mayor medida que la proliferación continuada de todas las 
células tumorales, dirija el crecimiento de las leucemias y posiblemente, al- 
gunos tumores sólidos. En este modelo, las células progenitoras del cáncer 
(al igual que las células progenitoras de los tejidos adultos normales; véase 
Fig, 17.17) se dividen para dar lugar a otras células progenitoras y a células 
tumorales diferenciadas que carecen de la capacidad de autoproliferación 
continua. Un ejemplo evidente délo anterior es la leucemia mieloide cróni- 
ca, la cual se debe a la transformación oncogénica de las células madre he- 
matopoy éticas, que a continuación se transforman en células leucémicas di- 
ferenciadas de linajes mieloides y linfoides. De igual modo, se han obtenido 
indicios sobre la existencia de células progenitoras del cáncer en otras leuce- 
mias y tumores sólidos, aunque aún no se ha definido cuál sería la contribu- 
ción de estas células en el crecimiento de la mayoría de los tumores. 

Como ya se trató en ei Capítulo 17, la muerte celular programada o 
apoptosis es un componente del programa de diferenciación de muchos ti- 
pos celulares, incluyendo las células sanguíneas. Muchas células cancerosas 
no sufren apoptosis, por lo que tienen ciclos vítales más largos en compara- 
ción con las células normales. Esta incapacidad de las células cancerosas de 
sufrir la muerte celular programada contribuye de una manera sustancial al 
desarrollo del tumor. Por ejemplo, la supervivencia de muchas células nor- 
males depende de las seriales generadas por factores de crecimiento o por la 
matriz extracelular, que evitan la apoptosis. Sin embargo, las células tumo- 
rales pueden ser capaces de sobrevivir en ausencia de estos factores de cre- 
cimiento requeridos por las células normales. Esta incapacidad de las célu- 
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Figura 18-10 Diferenciación defectuosa y 
leucemia. Los diferentes tipos de células sanguíneas 
se desarrollan a partir de una célula madre 
mui tipo tendal (pluripotente) en la médula ósea. Los 
precursores de las células diferenciadas su fien varias 
rondas de división celular a medida que maduran, 
pero cesan de dividirse en los estadios terminales de 
la d i fe renda c ion. La diferenciación de las células 
leucémicas se bloquea en ios estadios inicíales de 
madura don, lo que permite que continúen 
proliferando. 




Las células leucémicas no se diferencian y continúan dividiéndose 


las tumoraies de sufrir apoptosis cuando se les priva de las señales ambien- 
tales normales puede ser importante no solamente para el desarrollo del tu- 
mor primario, sino también para la supervivencia y el crecimiento de las ce- 
lulas metastásicas en otros tejidos. Las células normales también sufren 
apoptosis tras la lesión del ADN, mientras que esto no les sucede a las célu- 
las cancerosas. En este caso, la incapacidad de sufrir apoptosis contribuye a 
que las células cancerosas sean resistentes a la radiación y a muchas drogas 
quimioterapéuticas, que actúan dañando el ADN. Además de evitar la 
apoptosis, las células cancerosas generalmente adquieren la capacidad de 
replicadón ilimitada como resultado de la expresión de la telomerasa, que 
es necesaria para el mantenimiento los extremos de los cromosomas euca- 
rióticos (véase Fig. 6 . 16 ). Por tanto, la supervivencia celular anómala as: 
como la proliferación celular, desempeñan un papel fundamental en el cre- 
cimiento inexorable de las células cancerosas en el animal. 

Transformación de las células en cultivo 

Para poder estudiar la inducción de tumores por radiación, agentes quími- 
cos o virus se requieren sistemas experimentales en los que se puedan re- 
producir y cuantificar los efectos del agente carcinógeno. Aunque la activi- 
dad de los carcinógenos se pueda probar en ios anímales, estos 
experimentos son difíciles de cuantificar y de controlar. El desarrollo de los 
ensayos in vitro para detectar la conversión de las células normales en célu- 
las tumoraies en cultivo, un proceso denominado transformación celular, 
representó un avance fundamental en la investigación del cáncer. Estos en- 
sayos se diseñan para detectar células transformadas, que muestran las ca- 
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racterísticas de crecimiento in vitro de las células tumorales, tras la exposi- 
ción de un cultivo de células normales a un agente carcinógeno. Su aplica- 
ción ha permitido alcanzar un nivel de complejidad tal en el análisis de la 
transformación celular que no se hubiera alcanzado simplemente mediante 
los estudios en animales. 

El primer ensayo de transformación celular y el más ampliamente utili- 
zado es el ensayo focal, que lo desarrollaron Howard Témin y Hany Rubín 
en 1958. El ensayo focal se basa en la capacidad de reconocer un grupo de 
células transformadas como un «foco» diferenciado morfológicamente fren- 
te a un fondo de células normales en la superficie de una placa de cultivo 
(Fig. 18.11). El ensayo focal aprovecha tres propiedades de las células trans- 
formadas: la morfología alterada, ta pérdida de la inhibición por contacto y 
la pérdida de la inhibición del crecimiento dependiente de la densidad. El 
resultado es que se forma una colonia de células transformadas, morfológi- 
camente alteradas, que crecen por encima de un fondo de células normales 
en el cultivo. Estos focos de células transformadas pueden detectarse y 
cuantificarse en una semana o dos tras la exposición a un agente carcinóge- 
no, En general, las células transformadas in vitro son capaces de generar tu- 
mores tras su inoculación en animales, lo que confirma a la transformación 
m vitro como un indicador válido de la formación de células cancerosas. 

Virus tumorales 

Los miembros de seis familias diferentes de virus animales, denominados 
virus tumorales, son capaces de causar cáncer directamente tanto en ani- 
males de experimentación como en humanos (Tabla 18.2). Los virus que 
causan cáncer en humanos incluyen los virus de la hepatitis B y C (cáncer 
hepático), los papiloma vi rus (cáncer cervical y otros anogeni tales), virus de 
Epstein-Barr (linfoma de Buritt y carcinoma nasofaríngeo), herpes virus aso- 
ciado al sarcoma de Kaposi (sarcoma de Kaposi) y virus linio trópico de cé- 
lulas T humanas (leucemia de células T adultas). Adicional mente, el VIH es 
indirectamente responsable de los cánceres que se desarrollan en pacientes 
de SIDA como consecuencia de la i nmun odeficiencia. 

Como ya se comentó, los virus tumorales no sólo son causas importantes 
de enfermedades humanas sino que también han desempeñado un papel 
crítico en la investigación del cáncer al servir como modelos para los estu- 
dios celulares y moleculares de la transformación celular. El pequeño tama- 
ño de sus genomas ha hecho que Jos virus tumorales se puedan analizar 
molecularmente, lo que ha permitido identificar genes virales responsables 
de la inducción del cáncer, y lo que ha facilitado nuestra comprensión ac- 
tual del cáncer a nivel molecular. 



Figura 18.11 Ensayo focal. Un foco 
de fibroblastos do embrión de pollo 
inducido por el virus del sarcoma de 
Rous. (A partir de H,M. Temin y H. 
Rubín, 1958. Virology 6: 669.) 


Tabla 18.2 Virus tumorales 


Familia de virus 

Tumores humanos 

Tamaño del genoma (kb) 

Virus de ADN tumorales 

Virus de la hepatitis B 

Cáncer de Jugado 


3 

SV40 y poliomavirus 

Ninguno 


5 

Papiloma virus 

Carcinoma cervical 


3 

Adenovirus 

Ninguno 


35 

Herpcsvirus 

Linfoma de Burkitt, 
carcinoma nasofaríngeo, 
sarcoma de Kaposi 


100-20 0 

Virus de ARN tumo mi es 

Virus de la hepatitis C 

Cáncer de hígado 


10 

Retrovírus 

Leucemia de Jas células T de adultos 

9-10 
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Célula no permisiva 


bloqueada 


Virus de la hepatitis B y C 

Los virus de la hepatitis B y C son los principales causantes del cáncer he- 
pático, que es la tercera causa de muertes por cáncer en el mundo. Los virus 
de la hepatitis B y C infectan es pee ífíca mente células hepáticas y pueden 
dar lugar a infecciones crónicas del hígado de larga duración. Dichas infec- 
ciones crónicas están asociadas con un alto riesgo de padecer un cáncer he- 
pático, que finalmente se desarrolla en un 10%-20% de las personas con in- 
fecciones crónicas por hepatitis B y en un 5 % de las personas crónicamente 
infectadas con el virus de la hepatitis C. 

Los mecanismos moleculares por los que los virus de la hepatitis causan 
el cáncer hepático todavía son desconocidos. El virus de la hepatitis B es un 
virus ADN con un genoma de tan solo 3 kb. La transformación celular por 
el virus de ia hepatitis B puede estar mediada por una proteína (denomina- 
da HBx) que interacciona con la proteína su p resora tumoral p53 y que afec- 
ta a la expresión de varios genes celulares que dirigen la proliferación celu- 
lar. Adicionalmente, el desarrollo de los cánceres inducidos por el virus de 
la hepatitis B está dirigido por la proliferación continua de las células hepá- 
ticas que resulta del daño e inflamación ti sular crónicos. El virus de la hepati- 
tis C es un virus ARN con un geno m a de aproximadamente 10 kb. La pro- 
liferación celular en respuesta a una inflamación crónica es una de las 
principales contribuciones al desarrollo de cáncer en personas crónicamem 
te infectadas por el virus de 1a hepatitis C, a pesar de que también es posible 
que algunas proteínas del virus de la hepatitis C estimulen directamente la 
proliferación de las células hepáticas infectadas. 

SV40 y poliomavirus 

Aunque ni el virus de simio 40 (SV40) ni los poliomavirus están relaciona- 
do con el cáncer en humanos, han resultado fundamentales como modelos 
para comprender la base molecular de la transformación celular. La utilidad 
de estos virus en la investigación del cáncer proviene de la disponibilidad 
de cultivos celulares adecuados tanto para la replicador del virus como para 
la transformación, así como del pequeño tamaño de sus genomas (aproxi- 
madamente 5 kb) + 

El SV40 y el poliomavirus no inducen tumores ni transforman células er. 
sus especies hospeda doras naturales —monos y ratones respectivamente — 
En las células de sus hospedadores naturales (células permisivas), la infec- 
ción conduce a la replicador del virus, a la lisis celular, y a la liberación de 
una progenie de partículas del virus (Fig. 18.12). Puesto que una célula per- 
misiva muere debidq^¿¡ ^ ; ¡ ' ' 
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transfección de las células con ADNc de proteínas individuales de la región 
temprana muestra que, en el caso del SV4Ü, el antígeno T grande es suficien- 
te para inducir la transformación, mientras que en el caso del polioma virus 
el principal responsable de la transformación es el antígeno T mediano. 

Durante la infección lítica, estas proteínas de la región temprana llevan a 
cabo múltiples fundones que se requieren para la replicad ón del virus. Por 
ejemplo, el antígeno T del SV40 se une al origen del ADN de SV40 e inicia la 
replicación del ADN vírico (véase Cap, 6). Además, las proteínas de la re- 
gión temprana de SV40 y del poliomavirus activan la expresión génica y la 
síntesis del ADN de la célula huésped. Puesto que la replicación del virus 
depende de las enzimas de la célula huésped (p. ej., ADN polimerasa), esta 
activación de la célula huésped es un suceso critico en el ciclo vital del virus. 
La mayoría de las células del animal no proliferan, por lo que su división ha 
de ser activada para producir los enzimas necesarios para la replicación del 
ADN viral. Esta activación de la proliferación celular por parte de los pro- 
ductos génicos tempranos, puede producir la transformación si el ADN vi- 
ral se integra de manera estable y se expresa en una célula no permisiva. 

Como se tratará posteriormente en este capítulo, las protemas de la re- 
gión temprana del 5V4Ü y del poliomavirus inducen la transformación me- 
diante la interacción con las proteínas del huésped que regulan la prolifera- 
ción celular. Por ejemplo, el antígeno T de SV40 se une e inactiva a las 
proteínas supresoras de tumores Rb y p53 de la célula huésped, que son re- 
guladores clave de la proliferación y supervivencia celular. 

Papilomavirus 

Los papilomavirus son pequeños virus de ADN (genomas de aproximada- 
mente 8 kb) que inducen tumores tanto benignos como malignos en huma- 
nos y en otras especies animales. Se han identificado aproximadamente 1Ü0 
tipos diferentes de papilomavirus humanos, que infectan las células epite- 
liales de diferentes tejidos. Algunos de estos virus causan únicamente tu- 
mores benignos (como las verrugas), mientras que otros son agentes cau- 
santes de carcinomas malignos, particularmente cáncer cervical y otros 
cánceres anogenitaies. La mortalidad por cáncer cervical es relativamente 
baja en Estados Unidos, debido en gran parte a la detección precoz y al tra- 
tamiento que son posibles gradas a la técnica de Papanicolaou. Sin embar- 
go, en otras partes del mundo el cáncer cervical es frecuente; es el segundo 
cáncer más prevalente en la mujer y es el responsable del 5% al 10% de la in- 
cidencia mundial del cáncer. 

La transformación celular por los papilomavirus humanos se debe a la 
expresión de dos genes tempranos, £6 y E7 (Fig. 18.14). Las proteínas Eó 
y E7 actúan de manera similar a como lo hace el antígeno T de SV40 interfi- 
riendo con la fundón de las proteínas celulares Rb y p53. Concretamente, 
E7 se une a Rb, y Eó activa la degradación de p53 por una pmteólisis media- 
da por ubiquitínas. 
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Figura 18.14 Genoma de un papiloma virus humano. Los productos génicos 
designan como E {earhj-ternpranos) y L (tefe- tardíos). La transformación se debe 
a ja acción de £6 y de E7, 
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Figura 18.13 Cenoma del SV40. 

El genoma se estructura en una región 
temprana y en una región tardía. 

Los antígenos T grande y pequeño 
se producen mediante un splicing 
alternativo de un pre-ARNm 
de la región temprana. 


■ La prueba de Pap fue 
desarrollada por George 
Papanicolaou en los años 1930. 
Se recogen células uterinas 
y se real ría un frotis sobre 
un portaobjetos. Puesto que 
las células cancerosas poseen 
una morfología alterada pueden 
detectarse fácilmente medíante 
el examen microscópico. 
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■ Denis Burkitt era cirujano en 
Uganda cuando encontró varios 
casos de pacientes con tumores de 
cabeza y cuello, e identificó la 
enfermedad como un ¡infama no 
descrito hasta el momento. 

M i cha el Epstein e Ivonne Barr 
posteriormente aislaron un virus a 
partir de tejido de linfoma de 
Burkitt, proporcionando una de Las 
primeras asociaciones entre los 
virus y el cáncer humano. 


Adenovirus 

Los adenovirus son una familia grande de virus de ADN con gen urnas de 
35 kb, aproximadamente. A diferencia de los papiloma virus, los adenovirus 
no están relacionados con la aparición de cánceres ní en humanos ni en 
otros animales. Sin embargo, son ampliamente estudiados y son modelos 
importantes en la biología experimental del cáncer. 

Al igual que el SV40 y los poliomavirus, los adenovirus causan la lisis en 
las células de sus especies hosped adoras naturales, pero pueden inducir la 
transformación en aquellos hospedadores no permisivos. La transforma- 
ción por los adenovirus se debe a la expresión de dos genes tempranos, £3 .4 
y E1B, que se requieren para la replicación del virus en las células permisi- 
vas. Estas proteínas transformadoras inactivan las proteínas supresoras de 
tumores Rb y p53; El A se une a Rb y E1B se une a p53, Por tanto, parece ser 
que el SV40, los papííomavirus y los adenovirus inducen la transformador 
a través de una vía común, alterando la regulación del ciclo celular debido a 
la interferencia cotí las actividades de Rb y p53. 

Herpesvírus 

Los herpesvírus se encuentran entre los virus anímales más complejos, con 
genomas de 100 a 200 kb. Varios herpesvírus inducen tumores en especies 
animales, entre las que se incluyen ranas, pollos y monos. Además, dos 
miembros de la familia de los herpesvírus, el herpesvírus asociado al san 
coma de Kaposi y el virus de Epstein- Barr, son causantes de cánceres hu- 
manos. El herpesvírus asociado al sarcoma de Kaposi desempeña un pape, 
crítico en el desarrollo del sarcoma de Kaposi, y el virus de Epstein-Barr >*. 
ha relacionado con varios cánceres humanos, entre los que se incluyen ei 
linfoma de Burkitt en algunas regiones de África, los linfomas de células B 
en pacientes con sida y otros individuos inmunodeprimidos, y el carcinoma 
nasofaríngeo en China. 

Además de su asociación con estos cánceres humanos, el virus de Ep?- 
tein-Barr es capaz de transformar linfocilos B humanos en cultivo. Sin em- 
bargo, debido en parte a la complejidad de su genoma, la biología molecu- 
lar de la replicación y de la transformación del virus de Epstein- Bar- 
toda vía no se ha com prendido en su totalidad. La principal proteína trans- 
formante del virus de Epstein-Barr (LMP1) imita a un receptor de superficie 
celular en los linfocitos B y funciona activando las vías de señalización que 
estimulan la proliferación celular e inhiben la apoptosis. Otros varios gene? 
víricos pueden también contribuir a la transformación de linfocitos, per 1 
sus funciones en el proceso de transformación no han sido establecidas. 

El herpesvírus de ADN asociado al sarcoma de Kaposi se encuentra re- 
gularmente en células del sarcoma de Kaposi, y en estos tumores. Una ca- 
racterística importante de las células del sarcoma de Kaposi es que secrete - 
una diversidad de citoquinas y factores de crecimiento que dirigen el de- 
sarrollo tumoral. Curiosamente, las proteínas transformantes del herpes 1 ■ 
rus asociado al sarcoma de Kaposi parecen actuar al menos en parte estimu- 
lando la secreción de factores de crecimiento. 

Retrovirus 

Los retrovirus causan cáncer en una diversidad de especies animales, inclu- 
yendo al hombre. Un retrovirus humano, el virus tipo 1 linfotrópíco humar 
de células T (HTLV-1), es el agente causante de la leucemia de células T <k 
adultos, que es frecuente en partes de Japón, el Caribe y África, La transfor- 
mación de los linfocitos T por el HTLV-1 se debe a La expresión del gen vír- 
eo tax, que codifica una proteína reguladora que afecta a la expresión de v ;- 
ríos genes que controlan el crecimiento celular. El sida está causado por otro 
retrovirus, el IV. A diferencia del HTLV-1, el IV no causa cáncer de manen* 
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directa con virtiendo una célula normal en una célula tumoraL Sin embargo, 
los pacientes de sida sufren una elevada incidencia de algunos cánceres, par- 
ticularmente linfomas y el sarcoma de Kaposi. Estos cánceres, que también 
son frecuentes en otros individuos írununodeprimidos, están asociados con 
la infección por otros virus (p. ej., el virus de Epstein-Barr y el herpes virus 
asociado al sarcoma de Kaposi), y parece ser que se desarrollan como una 
consecuencia secundaría de la inmunos up res ión en Los pacientes con sida. 

Los distintos retrovirus difieren de manera sustancial en su potencial onco- 
génko. La mayoría de los retrovirus sólo contienen tres genes (gag, pol y 
que son necesarios para la repiicación del virus, pero que no desempeñan nin- 
gún papel en la transformación celular (Fig, 18.15), Este tipo de retrovirus ra- 
ramente induce tumores como consecuencia de las mutaciones debidas a la 
integración del ADN pro vírico dentro de los genes celulares, o junto a éstos. 

Sin embargo, otros retrovirus contienen genes específicos que inducen la 
transformación celular y son potentes carcinógenos. El prototipo de estos 
retrovirus altamente ontogénicos es el virus del sarcoma de Rous (RSV), 
que se aisló, por primera vez, en un sarcoma de pollo por Peyton Rous 
en 191L Más de 50 años después, los estudios sobre el RSV condujeron a la 
identificación del primer oncogén vírico, lo que ha proporcionado un mo- 
delo para comprender muchas características del desarrollo de los tumores 
a nivel molecular. 

Oncogenes 

El cáncer se debe a las alteraciones en determinados genes reguladores que 
controlan la proliferación, la diferenciación y la supervivencia celular. Los 
estudios sobre los virus tu mora les revelaron que unos genes específicos 
(denominados oncogenes) eran capaces de inducir la transformación celu- 
lar, lo que proporcionó una primera aproximación a las bases moleculares 
del cáncer. Sin embargo, la mayoría de los cánceres humanos (aproximada- 
mente el 80%) no son inducidos por virus y surgen debido a otras causas, 
como la radiación y los carcinógenos químicos. Por tanto, para una com- 
prensión completa del cáncer, ha sido fundamental que los estudios sobre 
los oncogenes víricos condujeran a la identificación de los oncogenes celu- 
lares, que están implicados en el desarrollo de aquellos cánceres no induci- 
dos por virus. El nexo entre los oncogenes víricos y los celulares lo propor- 
cionaron ios estudios sobre los retrovirus altamente oncogénicos. 


Figura IB. 15 Genoma de un 
retrovirus tipleo. El ADN pro vírico 
integrado en el ADN celular se 
transcribe para dar lugar a un ARN de 
tamaño genómico. Este transcrito 
primario servirá como ARN genómko 
de las nuevas partículas víricas, y 
como ARN mensajero de los genes pol 
Y £ a S> Además, el ARN se corta y 
empalma para dar lugar al ARNm de 
env> El gen gag codifica la protea sa 
viral y las proteínas estructurales de 
las partículas víricas, pol codifica la 
transcriptasa inversa y la inlegrasa, y 
env codifica las glicopro teínas de la 
envuelta. 
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Oncogenes retrovírícos 

Los oncogenes víricos se definieron por primera vez en el RSV, que trans- 
forma a los fibroblastos de embrión de pollo en cultivo e induce grandes 
sarcomas una o dos semanas después de haber sido inoculado en pollos 

(Fig. 18 . 16 ). Por el corvtrario, el viráis de la leucosiR aviar (ALV), que está em- 


Figura IB. 16 Transformación celular 
por el RSV y por el ALV, Tanto el RSV 
como el ALV infectan y se replican en 
los fibroblastos de embrión de pollo, 
pero sólo el RSV induce la 

tra reformación ccKJar. 
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Figura 18.17 Ge rrama del RSV. 

El RSV contiene un gen adicional, 
que no está presente en el ALV, 
y que codifica la proteína-tírosina 
quinaba Src. 
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parentado con el anterior, se replica en las mismas células que el RSV perú 
no induce su transformación. Esta diferencia en el potencial transformador 
sugería que el RSV podía contener información genética específica respon- 
sable de la transformación de las células infectadas. Una comparación di- 
recta de los genomas del RSV y del ALV apoyaba esta hipótesis: el ARN ge- 
nómico del RSV tenía cerca de 10 kb, mientras que el del ALV era 
pequeño, aproximadamente 8,5 kb. 

A principios de los años 70, Feter Vogt y Steven Martin aislaron imitantes 
de deleción y mutantes sensibles a la temperatura del RSV, que eran incapa- 
ces de inducir la transformación. Sin embargo, estos mutantes se podían re- 
plicar normalmente en las células infectadas, lo que indica que el RSV contie- 
ne información genética necesaria para la transformación pero no para la 
replicador del virus. A partir del análisis de los mutantes de deleción y de Jos 
motantes sensibles a la temperatura se caracterizó un único gen responsable 
de la capacidad del RSV de inducir tumores en aves y de transformar los fi- 
broblastos en cultivo. Puesto que el RSV provoca sarcomas, su oncogén se de- 
nominó src. El gen src es un añadido al genoma del RSV; no está presente en 
el ALV (Fig. 18.17). Codifica una proteína de 60 kDa que fue la primera pro- 
teína-tiiosina quinasa identificada (véase experimento clave en el Cap, 15 

Se han aislado más de 40 retrovirus diferentes altamente ontogénicos 
partir de varios animales, incluyendo pollos, pavos, ratones, ratas, gatos y 
monos. Todos estos virus, al igual que el RSV, contienen al menos un onco- 
gén (en algunos casos dos) que no es necesario para la replicadón del vi rum- 
pero que es el responsable de la transformación celular. En algunos casos 
virus diferentes contienen los mismos oncogenes, pero se han identificad,: 
más de dos docenas de oncogenes distintos en estos virus (Tabla 18.3). A' 
igual que $rc, muchos de estos genes (como por ejemplo ras y raf) codificar 
proteínas que ahora se sabe que son componentes de las vías de señaliza- 
ción que activan la proliferación celular (véase Fig. 15.34), 

Proto-oncogenes 

Una característica inesperada de los oncogenes retrovíricos es que no están 
involucrados en la replicadón del virus. Puesto que la mayoría de los virus 
están diseñados para replicarse de la manera más eficaz posible, la existen- 
cia de oncogenes virales que no son una parte integrante del ciclo vital de 
virus, supone una paradoja. Por tanto, los científicos se vieron obligados 4 
preguntarse de dónde procedían los oncogenes retrovíricos y cómo se ha- 
bían incorporado a los genomas virales — una línea de investigación que 
permitió identificar los oncogenes celulares en los cánceres humanos. 
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Tabla 18.3 Oncogenes retrovíricos 


Oncogén 

Virus 

Especie 

aM 

Leucemia de Abelson 

Ratón 


Virus AKTH 

Ratón 

if>/ 

CasNS-1 

Ratón 

erk 

Sarcoma CT1Q 

Pollo 

erbA 

Erítroblastosis aviar ES4 

Pollo 


Eritrobiastasis aviar ES4 

Pobo 

tí* 

Eritrobiastasis aviar E2ó 

Pobo 

«5 

Sarcoma felino de Gardner-Arnstein 

Gato 

fr 

Sarcoma felino de Gardner-Rasheed 

Gato 


Sarcoma felino de McDonough 

Gato 


Sarcoma osteogéníco murino FBJ 

Ratón 

fc 

Sarcoma de Fujinami 

Pobo 

jun 

Sarcoma aviar 17 

Pollo 

fcl 

Sarcoma felino de H a rdv-Z uckerma n 

Gato 

K 

Sarcoma aviar AS42 

Pollo 

ore 

Sarcoma de Moloney 

Ratón 

mpl 

Leucemia mieloprol iterativa 

Ratón 

■yf» 

Mieloblastosis aviar 

Pollo 


Mielocitomatosis aviar 

Pollo 


Sarcoma aviar 16 

Pollo 


Sarcoma aviar 31 

Pollo 

wf 

Sarcoma murino 3611 

Ratón 

msH 

Sarcoma de Harvey 

Rata 

-ssK 

Sarcoma de Kirsten 

Rata 

ttí 

Retículoendotel ¡osis 

Pavo 

«s 

Sarcoma UR2 

Pollo 

Ktf 

Eritroblastosis aviar S13 

Pollo 

m 

Sarcoma de simio 

Mono 

* 

SK aviar 

Pollo 


Sarcoma de Rous 

Pollo 


Sarcoma Y73 

Podo 


La primera pista acerca de! origen de los oncogenes la proporcionó la 
era de aislar los virus altamente oncogénicos. El aislamiento del virus 
la leucemia de Abelson es un ejemplo típico (Fig. 18.18). Se inocularon 
j de 150 ratones con un virus no transformante que contenía solamente 
- genes gag, pol y env necesarios para la replicación del virus. Uno de estos 
aes desarrolló un linfoma a partir del cual se aisló un nuevo virus alta- 
te oncogénico (el virus de la leucemia de Abelson), que ahora contenía 
oncogén (flW)- Se sugirió la hipótesis de que los oncogenes retrovíricos 
edian de genes de la célula huésped, y que ocasionalmente este gen se 
rporaba al genoma vírico, dando lugar a un nuevo virus altamente on- 
úco como resultado de un proceso de recombinación vi rus -huésped. 
La propuesta clave de esta hipótesis era que las células normales con te- 
genes que estaban relacionados con los oncogenes retrovíricos. Esto se 
ostro definitivamente en 1976 por Harold Varmus, J* Micha el Bíshop 
cois., que demostraron que una sonda de ADNc para el oncogén src del 
hibridaba con secuencias relacionadas en el ADN de células normales 
p l» 11 o. Más aún, se encontraron secuencias relacionadas con src en los 
normales de un amplio grupo de vertebrados (incluidos los humanos), 
lo que parecía que se habían conservado en la evolución. Experimentos 
ares con sondas para los oncogenes de otros retrovírus altamente onco- 
os han dado resultados similares, y actualmente está establecido que 
oncogenes retrovíricos derivan de genes similares de células normales. 


MuLV 



gag pol env 


i 



A gag abl 


Figura 16.18 Aislamiento del virus 
de la leucemia de Abelson. El virus 
Ah-MuLV, que es un virus altamente 
oncogénico, se aisló a partir de un 
tumor poco habitual que se desarrolló 
en un ratón al que se le había 
intxulado un virus no transformante 
(el virus de la leucemia murina de 
Moloney o MuLV). MuLV solo tenía 
los genes gag, pol y env necesarios para 
la replicad ón del virus. Sin embargo, 
Ab-MuLV tenía un nuevo oncogén 
(abl) t que era el responsable de su 
actividad transformante. El oncogén 
abl sustituía a algunos de los genes de 
la replicación del virus y se encontraba 
en el genoma de Ab-MuLV unido 
aun gen gag que tenía una deledón 
(se denominó A gag). 
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EXPERIMENTO CLAVE 

te <_K 

Descubrimiento de los proto-oncogenes 


Un ADN relacionado con el(los) gen(es) transformante^) del virus 
del sarcoma aviar se encuentra en el ADN de las aves sanas 

Daminique Stehelin, Harold. E. Varmus, J. Michael Bishop y Peter K. Vogt 
Úépar lamenta de microbiología , Universidad de California, San Francisco 
(DS t HEV y }MB) y Departamento de Microbiología, Universidad 
de California, Los Ángeles { PKV ) 

N ti ture f Volumen 260, 1976, págs. 170-173 


Contexto 

Mediante el análisis genético del RSV se 
determinó que el primer encogen vírico 
(src) era un gen responsable de la 
transformación celular pero que no se 
requería para la replicadón del virus. El 
hecho de que algunos re tro virus 
altamente ontogénicos se originaran a 
partir de los tumores de an i mal es 
infectados hizo que se propusiera la 
hipótesis de que los oncogenes 
retro víricos procedían de genes 
similares que se encontraban en las 
células hosped adoras. El hecho de que, 
mediante la técnica de hibridación de 
ácidos nucleicos, se encontraran 
secuencias de ADN 5 similares a las de los 
retnovirus en las células normales de 
varias especies, reafirmaba esta 
hipótesis. Sin embargo, no estaba claro si 
estas secuencias eran similares a los 
ontügenes reino víricos o a los genes 
necesarios para la replicadón. 

Harold Varmus, J. Michael Bishop y 
cois, resolvieron este dilema 
aprovechando Ja caracterización 
genética del oncogén srr* 
Concretamente, Feter Vogt ya había 
aislado motantes de transformación 
defectuosa del RSV que tenían 
deleciones de cerca de 1,5 kb que 
correspondían a casi todo o a todo el 
gen src, Stehelin y cois, prepararon una 
sonda de ADNc para secuencias 
específicas de src, La utilización de esta 
sonda en experimentos de hibrid ación 
de ácidos nucleicos les permitió 
demostrar de manera definitiva que las 
células normales contienen secuencias 
de ADN similares a src , 

Exper ime tito 

En primer lugar, se utilizó la 
transcriptas,! inversa para sintetizar una 
sonda de ADNc radiactivo, constituido 
por cortos fragmentos de ADN 
morioc aterrarlo complementarios al 
ARN genómicü del RSV. Esta sonda se 
hibridó a un exceso de ARN purificado 


a partir de un mulante de deledón de 
transformación defectuosa. Los 
fragmentos de ADNc que eran 
complementarios a los genes virales de 
la replicadón se hibridaron ai ARN del 
RSV de transformación defectuosa, 
formándose moléculas de heteroduplex 
ARN- ADN, Por el contrario, los 
fragmentos de ADNc que eran 
complementarios a src no se hibridaron 
y permanecieron como una única 
cadena. Entonces se aisló este ADN 
monocatenario para generar una sonda 
específica de la secuencia oncogénica Srt. 
Tal y como se había predicho a través del 
tamaño de las deledones en los m litantes 
de transformación defectuosa de RSV, la 
sonda específica de src era homologa a 
un fragmento de cerca de 1,5 kb del ARN 
de RSV 

A confirmación, el ADNc de src 
radiactivo se utilizó como una sonda de 
hibridación para detectar secuencias de 
ADN similares en células de ave 
normales. De manera sorprendente, el 
ADNc de src se híbrido con eí ADN de 
pollos normales asi como con el ADN 
de otras especies de aves (véase figura). 
De esta manera, estos experimentos 
demostraron que las células normales 
contenían secuencias de ADN que 
estaban íntimamente relacionadas con el 
oncogén src r lo que apoyaba la hipótesis 
de que los oncogenes retro víricos se 
originaban a partir de genes celulares 
que se incorporaban al genoma del víais. 

Impacto 

El artículo de Stehelin y cois, publicado 
en 1976 finalizaba proponiendo la 
posibilidad de que «las secuencias 
celulares src intervengan en la regulación 
del desarrollo y del crecimiento de fas 
células normales, o en la transformación 
del comportamiento celular debida a 
agentes físicos, químicos o virales^. 

Esta propuesta ha sido confirmada, 
v el descubrimiento de las secuencias 
celulares src abrió las puertas a la 
comprensión de la regulación de la 



proliferación de las células normales y 
de la base molecular del cáncer 
humano. Los estudios de las proteínas 
ontogénicas y proto-uncogénicas, 
incluyendo a la propia Src, han 
resultado ser fundamentales para 
desentrañar las vías de señalización que 
controlan la proliferación y 
diferenciación de las células normales 
El descubrimiento del proto-oncogén src 
sugeria aún más que los tumores no 
inducidos por virus se podían generar 
debido a mutaciones en genes celulares 
similares, lo que condujo directamente 
al descubrimiento de los oncogenes en 
los tumores humanos. Los resultados de 
Varmus, Bishop y cois, supusieron la 
unificación de los estudios sobre los 
virus tumo rales, sobre las células 
normales y sobre los tumores no 
inducidos por virus; esto implica que 
han afectado a prácticamente todos los 
aspectos de la investigación sobre el 
cáncer y sobre la regulación celular. 
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Los genes de las células normales a partir de los cuales se originan los 
oncogenes retrovíricos se denominan proto-oncogenes, Son genes regula- 
dores importantes ya que en muchos casos codifican proteínas que intervie- 
nen en las vías de la transd acción de señales que controlan la proliferación 
celular normal (p. ej., src, ras y raf). Los oncogenes son formas de sus corres- 
pondientes proto-oncogenes que se expresan de manera anormal o que han 
mutado. Debido a estas alteraciones, los oncogenes inducen una prolifera- 
ción celular anormal y el desarrollo del tumor. 

Un encogen que se incorpora en un genoma retrovírico difiere en varios 
aspectos de su correspondiente proto-oncogén. En primer lugar, el oncogén 
vírico se transcribe bajo el control de las secuencias promotoras y activadores 
del virus, en vez de ser controlado por las secuencias reguladoras de la trans- 
cripción del proto-oncogén. Por tanto, los oncogenes se expresan en niveles 
mucho mayores que los proto-oncogenes y a veces se transcriben en tipos ce- 
lulares que no son los adecuados. En algunos casos, esas alteraciones de la ex- 
presión génica son suficientes para convertir un proto-oncogén que funciona 
normalmente en un oncogén que provoca la transformación celular. 

Además de estas alteraciones en la expresión génica, ios oncogenes sue- 
.en codificar proteínas que difieren en estructura y función de aquéllas co- 
dificadas por sus homólogos normales. Muchos oncogenes, como mf t se ex- 
presan como proteínas de fusión con secuencias virales en su extremo 
amino terminal (Fig. 1 8.19), Los procesos de recombinación que dan lugar a 
rstas proteínas de fusión suelen ocurrir durante la captura de los proto-on- 
cogenes por los retro virus, y normalmente, durante el proceso, se d electo- 
ra an secuencias de los extremos amino y carboxilo terminal de los proto-on- 
:ogenes. Estas deleciones pueden causar que se pierdan los dominios 
reguladores que controlan la actividad de las proteínas proto-oncogénicas, 
dando lugar a proteínas ontogénicas cuya función no está regulada. Por 
ejemplo, el oncogén vírico raf codifica una proteína de fusión en la que falta 
.a secuencia amino terminal de la proteína normal Raf. Esta secuencia ami- 
no terminal es clave para la regulación normal de la actividad proteína qui- 
nasa de Raf, y su deleción da como resultado una actividad constitutiva no 
regulada de la pro teína Raf codificada por el oncogén. Esta actividad no re- 
gulada de Raf provoca la proliferación celular, lo que da lugar a la transfor- 
mación celular 

Muchos otros oncogenes difieren de sus correspondientes proto-oncoge- 
~es debido a mutaciones puntuales, dando lugar a la sustitución de un úni- 
co aminoácido en los productos ontogénicos. En algunos casos, la conse- 
cuencia de estas sustituciones de ios aminoácidos (como las deleciones ya 
tratadas) es que no se regule la actividad de la proteína ontogénica. Un 
t empio importante de estas mutaciones puntuales lo proporcionan los on- 
j jgenes ras, que se tratarán en la siguiente sección al hablar de su papel en 
los cánceres humanos. 

Los oncogenes en el cáncer humano 

Tras comprender el origen de los oncogenes retrovíricos, la siguiente cues- 
non era saber si los tumores que no eran inducidos por los virus contenían 
ncogenes celulares que se hubieran generado a partir de proto-oncogenes 
por mutaciones o por reordenamientos del ADN durante el desarrollo del 
rumor. La primera evidencia acerca del papel de Los oncogenes celulares en 
tos tumores humanos se obtuvo mediante experimentos de transferencia 
zenica en los laboratorios de Robert Weínberg y del autor (Geoffrey Coo- 
r^r) en 1981. Se encontró que el ADN de un carcinoma de vejiga humano 
mducía la transformación de las células en cultivo receptoras, lo que indica- 
ra que el tumor humano contenía un oncogén celular biológicamente activo 
F:g. 18,20). Desde entonces, mediante ensayos de transferencia génica y 


Proteína proto-oncogén i ca Raf 



Domi n io regulador Dom i n io q u i nasa 


Proteína oncogén i ca Raf 



A Gag Dominio quinasa 


Figura T 8.1 9 Proteína oncogénica 

Raf, La proteina protooncogéniea Raf 
está constituida por un dominio 
regulador a mino terminal 
y por un dominio carboxilo terminal 
con actividad proteína quinasa. 

La proteína oncogénica viral Raf carece 
del dominio regulador, y éste es 
sustituido por una secuencia 
de la pro teína vírica Gag (A Gag). 

El resultado es que el dominio quinasa 
de Raf está constitutivamente activo, 
lo que causa la transformación celular. 
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Figura 18.20 Detección de un oncogén de un tumor humano mediante 
transferencia géníca. El ADN extraído de un carcinoma humano de vejiga indo: 
la transformación de células de ratón receptoras en cultivo. La transformación m 
debió a la integración y a la expresión de un oncogén procedente del tumor humar 


mediante otras técnicas experimentales alternativas, se han detectado onc 
genes celulares activos en diferentes tipos de trun ores humanos (Tabla 18,4 

Algunos de los oncogenes que se han identificado en tumores human; - 
son homólogos celulares de los oncogenes que previamente se carácter ju- 
rón en retro virus, mientras que otros son oncogenes nuevos que se han dt- 
cubierto por primera vez en los cánceres humanos. El primer ancoger 
humano identificado en los ensayos de transferencia génica fue posterior- 
mente identificado como el homólogo humano del oncogén rasH del virus 
del sarcoma de Harvey {véase Tabla 183). Tres miembros relacionados de 
familia de los genes ras (msH, msK v rasN ) son los oncogenes que se en- 
cuentran con mayor frecuencia en los tumores humanos. Estos genes están 
implicados en aproximadamente el 25% de todos los cánceres humanos, in- 
cluyendo cerca del 50% de los cánceres de colon y et 25% de los carcinoma? 
de pulmón. 

Los oncogenes ras no se encuentran en las células normales; se generar 
en las células tum orales como consecuencia de mutaciones que ocurren du- 
rante el desarrollo del tumor. Los oncogenes ras difieren de sus proto-ono 
genes en mutaciones puntuales cuya consecuencia es la sustitución de ir 
único aminoácido en posiciones clave. La primera de estas mutaciones que 
se descubrió fue la sustitución de valína en lugar de glicina en la posición 12 
(Fig, 18.21). También se encuentran frecuentemente en los oncogenes ras át 
tumores humanos otras sustituciones de aminoácidos en la posición 12, 
como en las posiciones 13 y 61. En Jos modelos animales se ha encontrar 
que las mutaciones que convierten los proto-oncogenes ras a oncogenes >: - 
causadas por carcinógenos químicos, io que proporciona un vínculo diré,: 
entre la acción mutagéníca de los carcinógenos y la transformación celular 

Como ya se trató en el Capítulo 15, los genes ras codifican proteínas iri 
unión a guanina que intervienen en la transducción de las señales mitoger_- 
cas a partir de diversos receptores de factores de crecimiento. La actividad 
de las proteínas Ras está controlada por la unión de GTP o GDF, de tal ma- 
nera que alternan entre el estado activo (unidas a GTP) e inactivo (unidas _ 
GDP) (véase Fig, 15.35), Las mutaciones características de los oncogenes fa i 
tienen el efecto de mantener las proteínas Ras en la conformación activa uni- 
das a GTP. En gran medida, esto se debe a que se anula la respuesta de 
proteínas oncogén icas Ras a GAP (protema actívadora de la GTPasa), que 
activa la hidrólisis del GTP unido a Ras. Debido a que disminuye su actr, 
dad GTPasa intracelular, las proteínas ontogénicas Ras permanecen en 
estado activo unidas a GTP y provocan la proliferación celular incon t rol aci 

Las mutaciones puntuales son solamente una de las maneras en las cu- 
los proto-oncogenes se convierten en oncogenes en los tumores humanos 
Muchas células cancerosas muestran alteraciones en la estructura cromo-v - 
ínica, incluyendo transloca don es, duplicaciones y deleciones. Los re o re- 


figura 18.21 Mutaciones puntuales 
en los oncogenes ras . Un único 
cambio de nudeótidos, que hace 
que el codón 12 cambie de GGC (Gly) 
a GTC (Val), es la causa de la actividad 
transformante del oncogén msH 
detectado en el ADN del carcinoma 
de vejiga. 
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Tabla 18.4 Oncogenes representativos de tumores humanos 


Oncogén 

Tipo de cáncer 

Mecanismo de activación 

abl 

Leucemia mieloide crónica. 
Leucemia linfoblástica aguda 

Translocación 

¡ski 

Carcinomas de mama, ovario y páncreas 

Amplificación 

bd-2 

Linfoma folicular de células B 

Transí oca don 

CCNDl 

Adenoma paratif oideo, linfoma de células B 

Translocación 

CCND1 

Carcinomas de células escamosas, vejiga, 
mama, esofágico, hepático y pulmonar 

Amplificación 

cdk.4 

Melanomas 

Mutación puntual 

CTNNB1 

Carcinoma de colon 

Mutación puntual 

etbB 

Gli ornas, muchos carcinomas 

Amplificación 

erbB 

Carcinomas de pulmón 

Mutación puntual 

trbB-2 

Carcinomas de mama v de ovario 

Amplificación 

gli 

Glioblastoma 

Amplificación 

kit 

Tumores entrámales gastrointestinales 

Mutadón puntual 

c-myc 

Linfoma de Burkitt 

Translocación 

c-myc 

Carcinomas de mama y pulmón 

Amplificación 

L-myc 

Carcinoma pulmonar 

Amplificación 

N -myc 

Neuroblastoma, carcinoma pulmonar 

Amplificación 

PDGFR 

Leucemia mielomonocitica crónica 

Translocación 

PDGFR 

Tumores estromales gastrointestinales 

Mutación puntual 

PI3K 

Carcinoma de mama 

Mutadón puntual 


Ovario, gástrico y pulmonar 

Amplificación 

PMLfRARa 

Leucemia promieloritica aguda 

Trcns locación 

B-raf 

Melanoma, carcinoma de colon 

Mutadón puntual 

rasH 

Carcinoma tiroideo 

Mutadón puntual 

ras K 

Carcinomas de colon, pulmón, pancreático 
y tiroideo 

Mutación puntual 

rasN 

Leucemias mieloide aguda v linfocítica, 
carcinoma tiroideo 

Mutación puntual 

reí 

Neoplasia endocrina múltiple 
tipos 2A y 2B 

Mutadón puntual 

ret 

Carcinoma tiroideo 

Reorganización del .ADN 

SMO 

Carcinoma de células basaJes 

Mutadón puntual 


namientos génicos que resultan de la transloe ación cromosómica suelen te- 
ner como consecuencia la generación de oncogenes. En algunos casos, tras 
el análisis de estos reordenamientos se ha encontrado que en el desarrollo 
del tumor están implicados oncogenes ya conocidos. En otros casos, tras el 
análisis de las secuencias de ADN reordenadas y tras su clona je molecular, 
se han encontrado oncogenes nuevos. 

El primer caso caracterizado de la activación de un oncogén por translo- 
cación cromosómica fue el del oncogén c-myc en el linfoma de Burkitt hu- 
mano y en plasmoci tomas de ratón, que son cánceres de los linfodtos B pro- 
ductores de anticuerpos (Fig. 18.22). Ambos tumores se caracterizan por 
translocaciones cromosómicas en las que se ven implicados genes que codi- 
fican inmunoglobulmas. Por ejemplo, en casi todos los linternas de Burkitt 
se ha producido la translocación de un fragmento del cromosoma 8 a uno 
de los ioci de las inmunoglobulmas, que se localizan en los cromosomas 2 
(cadena ligera k), 14 (cadena pesada) y 22 (cadena ligera X). El hecho de que 
les genes de las tmmmoglobu linas se expresen activamente en estos tumo- 
res sugiere que las translocaciones activan un pj oto-on cogen se localizaba 
en el punto del cromosoma 8 mediante su inserción en los loe i de las inmu- 
nogl obu linas. Esto se investigó mediante el análisis de los ADNs de tumo- 
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Figura 18.22 Transtocadón 
de omyc. En el Hnfoma de Burkitt, 
el proto-oncogén c -myc se transloca 
desde el cromosoma 8 al íocus de 
La cadena pesada de tas 
irtmiin oglobulinas (IgH) 
en el cromosoma 14; esto origina 
una expresión anormal de c-myc. 



res con sondas para oncogenes conocidos, y se descubrió que el proto-onc - 
gén c-myc se localizaba en el punto de ruptura de la translocación del cro- 
mosoma 8 en el linfoma de Burkitt. Estas translocadon.es insertaban a c-m. 
en un íocus de la inmuno globulina, donde se expresaba de una manera ir • 
controlada. El gen c-myc codifica un factor de transcripción que se indu:- 
como respuesta a la estimulación por un factor de crecimiento, por lo que s; 
expresión incontrolada basta para provocar la proliferación celular y contri- 
buir al desarrollo del tumor. 

Las transí oca clones de otros proto-oncogenes dan como resultado ret r- 
denamíentos de secuencias codificantes, lo que conduce a la formación 
productos génicos alterados. El caso típico de esto es la translocación de 
proto-oncogén ab¡ desde el cromosoma 9 al cromosoma 22, en la leucemia 
mielogénica crónica (Fig. 18.23). Esta translocación provoca la fusión de ab 
con su compañero de translocadon, un gen denominado bcr, en el cromoso- 
ma 22. La consecuencia es que se produce una proteína de fusión Bcr-Abi ef 
la que el extremo amino terminal normal de la proteína proto-oncogénica 
Abl se ha sustituido por unas secuencias de aminoácidos de Bcr La fusión de 
las secuencias de Bcr da como resultado una actividad incontrolada de U 
proteína-tírosina qu inasa Abl, lo que provoca la transformación celular. 

Un mecanismo diferente mediante el que los oncogenes se activan en los 
tumores humanos es la amplificación génica, que da como resultado un¿ 
expresión génica elevada. La amplificación de ADN (véase Fíg. 6,49) es fr- 
enen te en las células tumorales, con una frecuencia mil veces mayor que er 
las células normales, y la amplificación de los oncogenes puede desempe- 
ñar un papel en la progresión de muchos tumores hacia un crecimiento 
rápido y un mayor carácter maligno. Por ejemplo, c-myc y otros dos miem- 
bros de la familia myc (N-myc y h-myc) aparecen amplificados de manera fre- 
cuente en diversos tumores humanos, como los carcinomas de mama y pul- 
món. De igual modo, en los neuroblastomas se detectan copias de N-m:*: 
cuya amplificación se vincula con tumores agresivos de desarrollo rápic 
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La amplificación de otro oncogén, erhB-2, que codifica un receptor proteí- 
na-tirosina quinasa presenta una relación similar con el crecimiento rápido 
de carcinomas de mama y ovario. 

Funciones de los productos ontogénicos 

Los oncogenes virales y los celulares definen un gran grupo de genes (alre- 
dedor de 100 en total) que contribuyen al comportamiento anormal de las 
células cancerosas. Como ya se ha dicho, muchas de las proteínas codifica- 
das por los proto-onc ogenes regulan la proliferación celular normal; en es- 
tos casos, la mayor expresión o la mayor actividad de la proteína oncogéni- 
ca correspondiente produce la proliferación incontrolada de las células 
cancerosas. Otros productos ontogénicos contribuyen a otros aspectos del 
comportamiento de las células cancerosas, como la incapacidad de sufrir la 
muerte celular programada o la diferenciación defectuosa. 

La función de las proteínas ontogénicas en la regulación de la prolifera- 
ción celular está ilustrada por sus actividades en las vías de transó ucción de 
la señal estimuladas por factores de crecimiento, como la activación de la 
señalización de ERK corriente abajo de ios receptores de proteínas- tiroslna 
qu inasas (Fig, 18,24). Las proteínas oncogénicas pertenecientes a esta vía in- 
cluyen factores de crecimiento poiípeptídicos, receptores de factores de cre- 
cimiento, proteínas de señalización intracelular, factores de transcripción y 
el regulador del ciclo celular ciclina DI. 

La acción de los factores de crecimiento como proteínas oncogénicas se 
debe a su expresión anormal, lo que conduce a una situación en la que la cé- 
lula tu moral produce un factor de crecimiento al cual también responde. El 
resultado es una estimulación autocrina de la célula productora del factor de 
crecimiento (véase Fig, 18.8), lo que causa la proliferación anormal de la cé- 
lula y contribuye ai desarrollo de una gran variedad de tumores humanos. 

Un gran grupo de oncogenes codifica receptores de factores de creci- 
miento, la mayoría de los cuales son proteína-tirostna quinasas. Estos recep- 
tores se suelen convertir en proteínas oncogénicas al sufrir alteraciones en 
sus dominios amino terminales, los cuales normalmente unirían factores de 
crecimiento extracelulares. Por ejemplo, el receptor para el factor de creci- 
miento derivado de las plaquetas (PDGF) se convierte en un oncogén en al- 
gunas leucemias humanas debido a una translocación cromo&ómica en la 
que el extremo a mino terminal normal del receptor de PDGF (PDGFR) se 
sustituye por una secuencia amino terminal de un factor de transcripción 


Figura 18.23 Translocación de abl. 

Ei oncogén abl se transloca desde 
el cromosoma 9 al cromosoma 22 
formando el cromosoma Philadelphia 
en las leucemias miel agónicas crónicas. 
El proto-oncogén abl, que tiene dos 
exones iniciales alternativos (1 A y IR), 
se integra en la mitad del gen bcr del 
cromosoma 22. E! exón IB se deleciona 
a consecuencia de la translocación. 

La transcripción del gen fusionado se 
inicia en el promotor de bcr y sigue a lo 
largo de abl. El splicing da lugar a un 
ARNm Rcr/ Abl, en el que se ha 
deleciona do el exón 1 A de nbl y las 
secuencias de bcr se han unido al exón 
2 de abl. El ARNm Bcr/ Abl se traduce 
para dar lugar a una proteína 
recombinante Bcr/ Abl de fusión. 
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Figura 16,24 Oncogenes y transducrión de señales. Las proteínas ontogénicas 
actúan como factores de crecimiento (p. ej., EGF), como receptores de ios factores 
de crecimiento (p. ej-, ErbB), y como moléculas señalizadoras intrátelo lares (Ras 
y Raf). Ras y Raí activan la vía de la quinasa MAF ERK (véanse Figs. 15,34 y 15.37), 
lo que supone la inducción de otros genes (p. ej., /bs) que codifican proteínas 
reguladoras de la transcripción potencialmente oncogénicas. Las proteínas de 
las que se conoce su potencial ontogénico se resaltan en amarillo. 


denominado Tel (Fig. 18.25). Las secuencias Tel de la protema de fusión 
Tel/PDGFR resultante se dímerizan aunque no se le una el factor de creci- 
miento, lo que supone activar de manera constitutiva al dominio qu inasa 
intracelular y la generación incontrolada de una señal proliferativa. Alter- 
nativamente, los genes que codifican receptores protema- tirosin a quin asas- 
pueden ser activados mediante amplificación géníca o mediante mutadoJ 
nes puntuales que resultan en una actividad quinasa desregulada. Otro» 
oncogenes (incluidos src y ahí) codifican proteín a-tiro sina quinasas no re- 
ceptoras que están continuamente activadas debido a deleciones o mutacio- 
nes de sus secuencias reguladoras. 

Las proteínas Ras desempeñan un papel fundamental en la señalizado* 
de la mitosis, acoplando los receptores de los factores de crecimiento a la ac- 
tivación de la proteína-serina/treomna quinasa Raí, lo que inicia una tasca- 
da de proteína quinasa que conduce a la activación de la quinasa MAP FR* 
(véase Fig. 15.34), Como ya se trató anteriormente, las mutaciones que cam 
vierten a los proto-on cogen es ras en oncogenes provocan una activará* 
continua de Ras, lo que lleva a la activación de la vía ERK. Igualmente ¿es- 
miembros de la familia géníca raf pueden adquirir capacidad oncogénica» 
través de mutaciones que desregulan la actividad Raf quinasa, lo que da »- 
gar a la activación constitutiva de ERK. 


Figura 18.25 Mecanismo de la activación del oncogén Tel/PDGFR, El recepisÉ 
de PDGF normal (PDGFR) reactiva poruña dimerización inducida por la unión 
PDGF El oncogén Tel /PDGFR codifica una proteína de fusión en la que el domáa* 
extraceluíar normal del receptor de PDGF es sustituido por la secuencia amino 
terminal del factor de transcripción Tel, que incluye su dominio de dimerizaciór 
hélice-tmde-hélice (véase Fig. 7.28). Esta secuencia se dimeriza en ausencia de 
PDGF lo que supone la activación constitutiva de la proteína quinasa oncogéruct 
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La vía de las quinabas ERK lleva, en última instancia, a la fosforilación de 
tactores de transcripción y a alteraciones en la expresión génica. Por tanto, 
como se podría suponer, muchos oncogenes codifican proteínas regulado- 
ras de la transcripción que en condiciones normales se inducen en respues- 
ta a la activación por factores de crecimiento. Por ejemplo, la transcripción 
del proto-oncogén fos se activa debido a la fosforilación de Elk-1 por la qui- 
nasa MAP ERK (véase Fig. 18.24). Fos y el producto de otro protooncogén, 
íun r son componentes del factor de transcripción AP-1, que activa la trans- 
cripción de varios genes diana, incluyendo la defina DI, en las células esti- 
muladas por factores de crecimiento (Fig. 18.26). La actividad constitutiva 
de AP-1, debida a la expresión incontrolada de las proteínas ontogénicas 
Fos o Jun, es suficiente para producir la proliferación celular anormal que 
dará lugar a la transformación celular. De manera similar, las proteínas Myc 
funcionan como factores de transcripción regulados por estímulos mitogé- 
nicos, y la expresión anormal de los oncogenes myc contribuye al desarrollo 
de varios tumores humanos. En los linfomas y leucemias humanas, otros 
factores de transcripción se suelen activar a oncogenes debido a transloca- 
ciones cromosómicas. 

Las vías de señalización intracelular que se activan mediante una esti- 
mulación por factores de crecimiento regulan, en última instancia, los com- 
ponentes de la maquinaria del delo celular que inducen la progresión a tra- 
vés del punto de restricción en Gj. Las definas de tipo D se activan en 
respuesta a la estimulación por los factores de crecimiento (al menos en par- 
re a través de la activación del factor de transcripción AP-1) y desempeñan 
un papel fundamental como vínculos entre la señalización a través de dichos 
factores de crecimiento y la progresión del ciclo celular. No debe sorprender 
que el gen que codifica la ciclina DI sea un proto-oncogén, que se puede ac- 
::var para dar lugar a un oneogén (denominado CCNDÍ) mediante una 
translocación cromosómica o amplificación génica. Estas alteraciones con- 
ducen a la expresión constitutiva de la ciclina DI, lo que induce la prolfiera- 
dón celular en ausencia de la estimulación por los factores de crecimiento. 
El sodo catalítico de la ciclina DI, Cdk4, también es activado como oneogén 
ñor mutaciones puntuales en los melanomas. 

Los componentes de otras vías de señalización descritas en el Capítulo 15, 
incluyendo las vías de señalización acopladas a proteínas G, la vía NF-kB, y 
.as vías Fledgehog, Wnt y Notch, también pueden actuar como oncogenes. 
Por ejemplo, las proteínas Wnt fueron identificadas como oncogenes en el 
cáncer de mama de ratón, y mutaciones activadoras frecuentemente con- 
ierten a la diana corriente abajo de Wnt, la (3-catenina, en un oneogén 
CTNNB1) en el cáncer de colon humano (Fig. 18,27). Estas mutaciones acti- 
vadoras estabilizan a la fLcatenina, que entonces forma un complejo con Tcf 
v estimula la transcripción de ios genes diana. Las dianas de la p-cateni- 
na Tcf incluyen los genes que codifican para c-Mye y la delina DI, dando 
lugar a la proliferación celular desregulada. Debe tenerse en cuenta que la 
señalización por Wnt normalmente estimula la proliferación de las células 
-¡adre y su progenie durante la continua renovación celular en el colon 
(véase Fig. 17.19), indicando que el cáncer de colon resulta de una actividad 
¿normal de la misma vía que señaliza la proliferación fisiológicamente nor- 
mal de las células epiteliales, 

'gura 1 S.27 Actividad ontogénica de la vía Wnt. Los polipéptidos Wnt se unen 
a Sos receptores Frizzled y Lid 5 , lo que da lugar a la fosforilación de Dishe velled 
y LRP. De este modo se crean sitios de unión de axina y se induce la disociación 
át. complejo axina/ APC/CK1 /G5K-3 y la estabilización de la p-catenina. Esta 
■fcolécula se transloca ai núcleo para comptejarse con los factores de transcripción 
leí y activar los genes diana, como los que codifican c-Myc y la ciclina DI. 
los genes que codifican Wnt y P-catenina pueden tener actividad oncogénica. 



Figura 18,26 Factor de transcripción 

AP-1 . Fos y Jun se dímerizan para 
constituir ÁF-1 que activa 
la transcripción de ciclina DI 
y diversos genes índuribles 
por tactores de crecimiento. 
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Figura 1 8.28 Acción de la proterna oncogénica 
PM L/ R A Rct, La proteína de fu sión PM L / RA Ra 
bloquea la diferenciación de los promielocitos 
a granuíocitos. 



Aunque la mayoría de los oncogenes estimulan la proliferación celular 
sin embargo la actividad oncogénica de algunos factores de transcripción 
debe a que inhiben la diferenciación celular. Como ya se mencionó en el Ca- 
pítulo 15, la hormona tiroidea y el ácido retinoico inducen la diferenciación 
de varios tipos celulares. Estas hormonas atraviesan la membrana plasmáti- 
ca y se unen a los receptores íntracelulares que actúan como moléculas regu- 
ladoras de la transcripción. Las formas muladas del receptor de la hormona 
tiroidea (ErbA) y del receptor del ácido retinoico (PML/RARa) intervienen 
como proteínas ontogénicas en la eri tro leucemia de los pollos y en la leuce- 
mia promi elocítica aguda humana, respectivamente* En ambos casos, parv- 
ee ser que los receptores oncogénicos motados interfieren con la acción de 
sus homólogos normales, bloqueando la diferenciación celular y mante- 
niendo las células leucémicas proliferando de manera activa (Fig. 18*28), 
el caso de la leucemia promielocítica aguda, unas altas dosis de ácido reb- 
noico pueden vencer el efecto de la pro teína oncogénica FML/RARa e in- 
ducirla diferenciación de las células leucémicas* Esta observación biológica 
tiene una implicación clínica: se puede tratar de manera efectiva a los pa- 
cientes con leucemia promielocítica aguda administrándoles ácido retino - 
co, que induce la diferenciación y bloquea la proliferación celular. 

Como ya se trató anteriormente en este capítulo, la incapacidad de las ce- 
lulas cancerosas de sufrir la muerte celular programada, o apoptosis, es ur 
factor crítico en el desarrollo de tumores, y varios oncogenes codifican pro- 
teínas que intervienen promoviendo la supervivencia celular (Fig* 18.29), 
supervivencia de la mayoría de las células animales depende de su estimu- 
lación por los factores de crecimiento, por lo que aquellos oncogenes qu- 
codifican factores de crecimiento, receptores de factores de crecimiento v 
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Figura 1 8.29 Oneogén es 
y supervivencia celular. Entre Las 
proteínas ontogénicas que actúan 
como señales de supervivencia celular 
se incluyen factores de crecimiento, 
receptores de factores de crecimiento, 
la PÍ 3 quinasa, Akt y Bd-2, Las dianas 
de Akt incluyen al miembro Bad de la 
familia proapop fótica Bcl-2 y al factor 
de transcripción FÜXO, que estimula 
la transcripción de otro miembro de la 
familia proapoptótíca BcL2, Bim, La 
fosforilación por Akt Inhibe tanto a 
Bad como a FOXÜ, estimulando la 
supervivencia celular. La proteína BcL2 
también funciona como un oneogén 
estimulando la supervivencia celular e 
inhibiendo la liberación de citocromo c 
desde las mitocondrías. Las proteínas 
con potencial ontogénico están 
marcadas con un brillo amarillo. 


proteínas señalizadoras como Ras, interv ienen no sólo estimulando la proli- 
feración celular sino también evitando la muerte celular. Como ya se trató 
en el Capítulo 17, la vía de señalización de la P1 3-quinasa/Akt desempeña 
un papel fundamental en la prevención de la apoptosis de muchas células 
dependientes de los factores de crecimiento, y los genes que codifican la Pl 
3-quinasa y Akt actúan como oncogenes en los retrovirus y en algunos tu- 
mores humanos. Entre las dianas de la Pl 3-quinasa /Akt se incluye un 
miembro de la familia Bcl-2, Bad, que es inactivado como resultado de la 
fosforilación por Akt, además del factor de transcripción FOXO, que regula 
la expresión del miembro proapoptótico de la familia Bd-2, Bím. Adicional- 
mente, resulta notable que el propio Bcl-2 fue descubierto en primer lugar 
como el producto de un oneogén en 1 infamas humanos. El oneogén bcl-2 se 
genera mediante una translocación cromosómiea cuya consecuencia es una 
expresión elevada de Bcl-2, lo que bloquea la apoptosis y mantiene la super- 
vivencia celular bajo condiciones que normalmente inducirían la muerte de 
la célula. La identificación de bc¡-2 como un oneogén no sólo proporcionó la 
primera demostración acerca de la importancia de la muerte celular progra- 
mada en el desarrollo del cáncer, sino que llevó al descubrimiento del papel 
que tienen Bcl-2 y otros genes relacionados como reguladores principales de 
la apoptosis en organismos que van desde C. elegans hasta el ser humano. 
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Cenes supresores de tumores 

La activación de los oncogenes celulares sólo representa uno de los dos ti- 
pos de alteraciones genéticas implicadas en el desarrollo del tumor; la otra 
es la inactivación de los genes supresores de tumores. Los oncogenes cau- 
san la proliferación anormal de las células debido a alteraciones genética? 
que incrementan la expresión génica o producen la actividad incontrolada 
de las proteínas codificadas por los oncogenes. Los genes supresores de tu- 
mores representan un mecanismo opuesto de control del crecimiento celu- 
lar, normalmente inhibiendo la proliferación celular y el desarrollo del tu- 
mor, En muchos tumores, estos genes están ausentes o inactivados, por lo 
que no intervienen reguladores negativos de la proliferación celular, lo que 
contribuye a la proliferación anormal de las células tumorales. 

Identificación de los genes supresores de tumores 

Los primeros datos acerca de la actividad de los genes supresores de tumo- 
res se obtuvieron a partir de experimentos de hibridación de células somá- 
ticas realizados por Henry Harris y cois, en 1969. La fusión de células nor- 
males con células tumorales dio como resultado células híbridas, qu¿ 
contenían los cromosomas de ambos progenitores (Fig. 18.30). En la mayo- 
ría de los casos, estas células híbridas no eran capaces de formar tumores en 
animales. Por tanto, parecía ser que había genes procedentes del progenitor 
celular normal que inhibían (o suprimían) el desarrollo del tumor. Sin em- 
bargo, la caracterización de estos genes a nivel molecular vino a partir de 
un abordaje diferente — el análisis de formas hereditarias poco frecuentes 
de cáncer en humanos. 

El primer gen supresor de tumores se identificó a partir de estudios de. 
retinoblastoma, un tumor de ojos en niños poco frecuente. Siempre y cuan- 
do la enfermedad se detecte tempranamente, el retinoblastoma puede ser 
tratado con éxito, y muchos pacientes sobreviven teniendo descendencia 
Así se llegó a la conclusión de que muchos casos de retinoblastoma son he- 
reditarios, En estos casos, aproximadamente el 50% de los lujos de un pro- 
genitor afectado desarrollarán el retinoblastoma, lo que concuerda con la 
transmisión Mendeliana de un único gen dominante que confiere suscepti- 
bilidad al desarrollo del tumor (Fig. 18.31). 

Aunque la susceptibilidad de sufrir retinoblastoma se transmite como un 
carácter dominante, la herencia de este gen no es suficiente para transformar 



Célula tumoral 



Célula híbrida 
no tumoral 



Figura 1830 Supresión de la capacidad de génesis tumoral mediante fusión 
celular. La fusión de células tumorales con células sanas dio lugar a híbridos que 
contenían cromosomas de ambos progenitores. Estos híbridos no suelen tener 
capacidad de generar tumores. 
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Figura 18.31 Herencia del 
retí no b tasto ma. La suscep tíb ilidad 
de sufrir retinoblastoma se transmite 
a cerca del 5Ü% de la descendencia. 

Los símbolos morados y verdes indican 
los individuos afectados y sanos, 
respectivamente. 




una célula normal de la retina en una célula tumoral. Todas las células de la 
retina del paciente heredarán el gen, pero sólo una pequeña parte de estas 
células darán lugar al tumor. Así, el desarrollo del tumor requiere otros pro- 
cesos además de la herencia de la susceptibilidad al tumor. En 1971, Alfred 
Knudson propuso que para que se desarrolle el retinoblastoma se requieren 
dos mutaciones; ahora se sabe que éstas corresponden a la pérdida de las 
dos copias funcionales del gen (el gen supresor de tumores Rb) presente en 
los cromosomas homólogos de una célula díploide normal (Fig. 18.32). En 
el retinoblastoma hereditario, una copia defectuosa de Rb se transmite ge- 
néticamente, La pérdida de esta única copia de Rb no es suficiente por sí 
misma para que se produzca el desarrollo del tumor, pero en estos indivi- 
duos se suele desarrollar el retinoblastoma debido a una segunda mutación 
somática que produce la pérdida del alelo Rb normal Por el contrario, el re- 
tinoblastoma no hereditario es muy poco frecuente, ya que para que se de- 
sarrolle se requieren dos mutaciones somáticas independientes para i n acti- 
var ambas copias del Rb normal de la misma célula. 

La función del gen Rb como un regulador negativo del desarrollo de tu- 
mores se dedujo inicialmente a partir de las observaciones de la morfología 
de los cromosomas. En algunos retinoblastomas se encontraron deleciones 
visibles del cromosoma 13ql4 r lo que sugería que era la pérdida del gen Rb 
(en vez de su activación) lo que producía el desarrollo del tumor (Fig, 18,33), 
Posteriormente, estudios de mapeo genético indicaron que el desarrollo del 
tumor se debía a la pérdida de los a leí os Rb normales en las células lu mora- 
les, lo que estaba de acuerdo con la función de Rb como un gen supresor de 
tumores. El clona je de Rb en 1986 estableció de manera definitiva que en los 
retinoblastomas Rb se ha perdido o ha rnutado. Los experimentos de trans- 
ferencia génica también demostraron que sí se introducía un gen Rb normal 
en células de retinoblastoma revertía su capacidad tumoral, lo que era una 
evidencia directa de la actividad de Rb como supresor de tumores. 

Aunque Rb se identificó en un cáncer infantil poco común, también inter- 
viene en algunos de los tumores más comunes de los adultos. Concreta- 
mente, a partir de los estudios del gen donado se ha establecido que Rb fal- 
ta o es inactivo en muchos carcinomas de vejiga, mama y pulmón. Por 
tanto, la importancia del gen supresor de tumores Rb trasciende al retino- 
blastoma, y mutaciones del gen Rb contribuyen al desarrollo de una parte 
importante de los cánceres humanos más comunes. Además, como se men- 
cionó anteriormente en este capítulo, la proteína Rb es una diana importan- 
te de las protemas oncogénicas de varios virus Inmorales de ADN, inclu- 
yendo al SV40, al adenovirus y al papiloma virus humano, que se unen a Rb 
e inhiben su actividad (Fig. 18,34). Por tanto, la transformación por estos vi- 
rus se debe, al menos en parte, a la inactivación de Rb a nivel de proteínas, 
en vez de a una mutación que cause la inactivación del gen Rb. 
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Figura 18.32 Mutaciones de Rb durante el desarrollo del retinoblastoma. 

En el retinoblastoma hereditario se hereda del progenitor afectado una copia 
defectuosa del gen /?£? (Klr), Una segunda mutación somática, que inactiva la única 
copia sana de la célula de la retina, provoca el desarrollo del retinoblastoma. 

En los casos no hereditarios, se heredan dos genes KíT normales, y sólo se desarrolla 
el retinoblastoma si dos mutaciones somáticas inactivan ambas copias de Rb 
en la misma célula. 
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Figura 18.33 Delaciones de Rb en el retínoblastoma. Muchos retinoblastomas 
tienen delecíones en el locus cromosómico (13ql4) donde se localiza el gen Rb. 


La caracterización de Rb como un gen supresor de tumores sirvió como 
modelo para identificar otros genes supresores de tumores que contribuyen 
al desarrollo de muchos cánceres humanos diferentes (Tabla 18.5). Algunos 
de estos genes se identificaron como las causas de cánceres hereditarios 
poco frecuentes, desempeñando un papel similar al que desempeña Rb en 
el retinoblastoma hereditario. Otros genes supresores de tumores se han 
identificado como genes que con frecuencia faltan o están imitados en cán- 
ceres adultos comunes no hereditarios, como es el caso del carcinoma de co- 
lon, En cualquier caso, parece ser que la mayoría de los genes supresores de 
tumores intervienen en el desarrollo de tipos de cáncer hereditarios y no he- 
reditarios. Así, la mutación de algunos genes supresores de tumores parece 
ser la alteración molecular más común responsable del desarrollo de un tu- 
mor humano. 

El siguiente gen supresor de tumores identificado fue p53 t que suele en- 
contrarse inactiva do en una gran variedad de cánceres humanos, incluyen- 
do leucemias, linf ornas, sarcomas, tumores cerebrales y carcinomas de di- 
versos tejidos, como los de mama, colon y pulmón. En total las mutaciones 
de p53 intervienen en el 50% de los cánceres, lo que hace de el la diana sus- 
ceptible de alteraciones genéticas más frecuente en los cánceres humanos, 
También hay que destacar que las mutaciones hereditarias de p53 son las 
responsables de la transmisión genética de un síndrome canceroso heredita- 
rio poco frecuente, en el que los individuos afectados desarrollan cualquier 
tipo de cáncer. Además, la pmteína p53 (ai igual que Rb) es una diana para 
las proteínas oncogénicas del SV4G, adenovirus y papilómavirus humano. 

Al igual que p53 r los genes supresores de tumores INK4 y PTEN se en- 
cuentran frecuentemente mutados en cánceres comunes, incluyendo el cán- 
cer de pulmón, de próstata y el melanoma. Otros genes supresores de tumo- 
res (incluyendo A PC, TfiRfb Smad2 y Smad4) a menudo se encuentran 
inacti vados en los cánceres de colon. Además de estar implicados en casos 
no hereditarios de cáncer común en adultos, las mutaciones hereditarias del 
gen APC son responsables de una forma infrecuente hereditaria de cáncer 
de colon H denominada poliposis a deno matosa familiar. Los individuos que 
padecen esta condición desarrollan cientos de adenomas benignos en el co- 
lon (pólipos), algunos de los cuales inevitablemente progresan hada la ma- 



■ Inírialmente se creía que p53 
era un encogen porque los genes 
mutados de p55 encontrados en 
muchas células cancerosas inducía 
la transformación en ensayos de 
transferencia génica. Estudios 
posteriores demostraron que p53 
era en realidad un supresor de 
tumores y que los genes de p5J 
mulantes encontrados en muchos 
tumores, actuaban como 
dominantes negativos que inducían 
la transformación interfiriendo con 
la función normal de p53. 




Figura 18.34 Interacción de Rb 
con proteínas oncogénicas de virus 
tumo rales de ADN. Las proteínas 
oncogénicas de varios virus inmorales 
de ADN (p, ej-, el antigeno T de SV40) 
inducen la transformación mediante 
la unión y la inactivación 
de la proteína Rb, 
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Tabla 18.5 Genes supresores de tumores 


Cen 

Tipo de cáncer 


Carcinoma de colon /recto 

BRCA1 

Carcinomas de mama y ovario 

BRCA2 

Carcinoma de mama 

INK4 

Mda norria, carcinoma de pulmón, tumores cerebrales, 
leucemias, lin tomas 

NF1 

NGurofibrosarcoma 

NF2 

Maningioma 

p53 

Tumor es cerebrales; carcinomas de mama, de colon/ recto, de 
esófago, hepático y de pulmón; sarcomas; leucemias y Sinfonías 

PTCH 

Carcinoma de las células basa fes 

PTEM 

Tumores cerebrales; melanoma: carcinomas de próstata, 
endometrío, riñón y pulmón 

Rb 

Retín oblas toma; sarcomas; carcinomas de vejiga, mama y 
pulmón 

Snwdl 

Carcinoma de colon /recto 

Swífláá 

Carcinoma de colon/recto, carcinoma pancreático 

TpRtl 

Carcinoma de colon /recto, cardnoma gástrico 

VHL 

Carcinoma de las células renales 

WT1 

Tumor de WÜms 


lígnidad. Las mu tac i oríes heredadas de otros dos genes supresores de tu- 
mores, MCA? y BRCA2, son responsables de los casos hereditarios de cán- 
cer de mama, que constituyen el 5% del total de la incidencia del cáncer de 
mama. Algunos genes supresores de tumores adicionales se han implica di 
en el desarrollo de tumores cerebrales, cánceres pancreáticos y carcinomas 
de células básales de la piel, además de en diversos síndromes de cáncer he- 
reditarios infrecuentes, como el tumor de Wilms. 

Funciones de los productos 

de los genes supresores de tumores 

A diferencia de las proteínas oncogénicas y proto-oncogénícas, las proteínas 
codificadas por la mayoría de los genes supresores de tumores inhiben la 
proliferación o la supervivencia de la célula. Por tanto, la inactivación de los 
genes supresores de tumores conduce al desarrollo del tumor eliminando 
proteínas de regulación negativa. En varios casos las proteínas supresora- 
de tumores inhiben las mismas vías reguladoras que se activan por los pro- 
ductos de los oncogenes. 

Un ejemplo interesante del antagonismo entre los productos oncogénico- 
y los productos de Los genes supresores de tumores es la proteína codifica- 
da por el gen supresor de tumores PTEN (Fig. 18.35), La protema PIEN e- 
una fosfatasa lipídica que desfosforila la posición 3 de los fosfatidillnositi- 
dos, como el fosfatidilinositol 3, 4, 5-bífosfato (P1P 3 ). Mediante la des fosfori- 
lación de PII\, PTEM ejerce el efecto contrario al de la PLLqumasa y Akt 
que actúan como oncogenes al promover la supervivencia celular, además 
de estimular la proliferación celular Por el contrario, la inactivación o per- 
dida de la proteína su presura de tumores PTEN puede contribuir al de- 
sarrollo del tumor debido a que en tal caso aumentarán los niveles de PÍP 
se activará Akt, y se inhibirá la muerte celular programada. 

Las proteínas codificadas por los oncogenes y por los genes supresores 
de tumores también intervienen en la vía de señalización de Hedgehog 
(véase FIg. 15.43), Píitched (que codifica el receptor de Hedgehog) es un gen 
supresor de tumores de los carcinomas de células básales, mientras que el 
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Figura 1 8/35 Supresión de la supervivencia 
celular por PTEN- La proteína s apresura 
de tumores FTEN es una fosfatasa lipidies 
que desfosforíla PJP ? en la posición 3 del ínositok 
dando lugar a P1P : , Así, FTEN contrarresta 
la actividad de ios onc ogenes PT 3-quirmsa 
y Akt que promueven la superv ivencia celular. 


gen que codifica Smoothened (inhibido por Patched) actúa como un enco- 
gen, Por otra parte, los factores de transcripción Gil, que resultan inactiva- 
dos por Smoothened, se identificaron inicialmente como proteínas codifica- 
das por un encogen (glí) que se amplificaba en los glíoblastomas. 

Varios genes supresores de tumores codifican proteínas reguladoras de la 
transcripción. Un ejemplo serían los genes supresores de tumores Smad2 y 
Smadi, que codifican factores de transcripción activados por señales de la vía 
de TGF-[ie inducen la inhibición de la proliferación celular (véase Fíg, 15,41). 
Entrelos genes diana inducidos por la proteínas Smad figuran los inhibido- 
res de Cdk, pl5, p21, p27 y p57 (véase Tabla 16.1), ios cuales estimulan la 
detención de la proliferación celular en la fase G, del ciclo celular. Otro gen 
supresor de tumores (TfJRCT) codifica el receptor de TGF-¡3, lo que respalda 
la implicación de la vía de TGF-p en la inhibición de la proliferación celular. 

Los productos de los genes supresores de tumores Rb e INK4 regulan la 
progresión del ciclo celular en el mismo lugar en el que lo hace la cíclina DI 
y Cdk4, siendo ambos capaces de actuar como oncogenes (Fig. 1 8.36), Rb in- 
hibe el paso a través del punto de restricción en G, reprimiendo la transcrip- 
ción de determinados genes relacionados con la progresión dd cíelo celular 
y la síntesis deí ADN (véase Fig* 16.17). En las células normales el paso a 
través de este punto de restricción se regula por los complejos Cdk4, 6/ cidí- 
na D, que fosforilan e inactivan a Rb, Por tanto, la inactivación de Rh en los 
tumores debido a su mutación supone la pérdida do un regulador negativo 
de la progresión del ciclo celular. El gen supresor de tumores INK4, que co- 
difíca al inhibidor pió de Cdk, también regula el paso a través del punto de 
restricción. Como ya se trató en el Capítulo 16, pió inhibe la actividad de 
Cdk4, 6/cidina D. Por tanto, la inactivación de 1NK4 tiene como consecuen- 
cia el aumento de la actividad de los complejos Cdk4, ó /cíclina D, lo que da 
lugar a una fosforilación incontrolada de Rb. 
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Figura 18.36 Inhibición 

de la progresión del ciclo celular 

por Rb y pl 6. Rb inhibe la progresión 
a través del punto de restricción en G v 
Los complejos Cdk4, 6/ddÍna D 
promueven el paso a través del punto 
de restricción mediante la fosforilación 
e inactivación de Rb. La actividad de 
Cdk4 H 6/cidina D es inhibida por pió. 
Rb y pió son su presores de tumores, 
mientras que la riclina DI y Cdk4 son 
oncogenes. 




Ciclo celular bloqueado 


El ciclo celular prosigue 



Rb inactiva 


DNA lesionado 

* 



p2l PUMA, Noxa, 

Detención del Apoptosis 

ciclo celular 


El producto del gen p53 regula tanto la progresión del ciclo celular y la 
apoptosis. El ADN dañado desencadena la rápida inducción de p53, que ac- 
tiva ia transcripción de tanto los genes proa pop fóticos como los inhibidores 
del ciclo celular (Fig. 1837) Los efectos de p53 sobre la apoptosis están me- 
diados en parte por la activación de la transcripción de los miembros proa- 
poptótieos de la familia Bcl-2 (PUMA y Noxa) que inducen la muerte celu- 
lar programada. El ADN lesionado sin reparar normalmente induce 
apoptosis en las células de mamífero, una respuesta que presumiblemente 
es ventajosa para el organismo porque elimina las células que portan muta- 
ciones potencial mente deletéreas (p, ej., las células podrían desarrollarse 
para dar células cancerosas}. Las células que carecen de p53 no sufren apop- 
tosis en respuesta a agentes que dañan al ADN, incluyendo la radiación y 
muchos de los principios activos empleados en la quimioterapia contra el 
cáncer. Este fallo a sufrir apoptosis en respuesta al ADN dañado contribuye 
a la resistencia de muchos tumores a la quimioterapia. Adicionalmente, la 
pérdida de p53 parece interferir con la apoptosis inducida por otros estímu- 
los, como la privación de factores de crecimiento y la privación de oxígeno. 
Estos efectos de p53 sobre la supervivencia celular se cree que son responsa- 
bles de la elevada frecuencia de mutaciones de p53 en los cánceres humanos. 

Además de inducir apoptosis, pS3 bloquea la progresión del ciclo celular 
en respuesta al ADN dañado mediante la inducción del inhibidor de Cdk 
p2i (véase Fig, 16,20). La proteína p21 bloquea la progresión en la fase a 
través de la inhibición de los complejos Cdk2/dcÍína E, y la resultante de* 
tención del ciclo celular permitiendo que el ADN dañado sea reparado an- 
tes de su replicación. La pérdida de p53 impide esta detención del ciclo ce- 
lular inducido por lesiones, desencadenando incrementos de las frecuencias 
de mutación y una inestabilidad general del genoma celular. Tal inestabili- 
dad genética es una propiedad común a las células cancerosas, v puede con- 
tribuir a posteriores alteraciones en oncogenes y genes supresores de tumo- 
res durante la progresión tu moral. 


Figura 18,37 Acción de p53. La p53 salvaje (wüd-type) se requiere para 
que el ciclo celular se detenga y para la apoptosis inducida por lesión del ADN. 
La detención del ciclo celular está mediada por la inducción del inhibidor de Cdk 
p21 y la apoptosis por ia inducción de los miembros de la familia proapoptótica 
BcJ-2 PUMA y Noxa. 


759 


Cáncer 


18 


Igualmente, los productos de los genes BRCA1 v BRCA2, que están im- 
plicados en algunas formas de cáncer hereditario de mama y de ovario, pa- 
recen participar en el control de los puntos de chequeo de la progresión del 
ciclo celular y la reparación de las roturas de doble hebra en el ADN, Por 
tanto, BRCAJ y BRCA2 funcionan como genes de estabilidad, que actúan 
para mantener la integridad del genoma* Las mutaciones en genes de este 
tipo dan lugar al desarrollo de cáncer no como resultado de efectos directos 
sobre la proliferación o superv ivencia celular sino porque su inactivación 
da lugar a una elevada frecuencia de mutaciones en oncogenes o en genes 
supresores de tumores. Otros genes de estabilidad cuya pérdida contribuye 
al desarrollo del cáncer en el hombre incluyen al gen ATM, que actúa en el 
punto de control de lesiones en el ADN (véase Fig. 16.19), los genes de repa- 
ración deL apareamiento incorrecto que son defectuosos en algunos cánce- 
res color recta les hereditarios (véase Cap, ó, Medicina Molecular), y los genes 
de reparación por escisión nucleotídica que están imitados en el xeroderma 
pigmentoso (véase Fig, 6.23)* 

Como se comenta en los Capítulos 7 y 8, actualmente se considera que 
los microARN (ARNmi) son unos reguladores destacados de la expresión 
génica en las células eucarió ticas. En las células animales, los ARNmi inter- 
vienen después de la transcripción a nivel del ARNm para inhibir la traduc- 
ción y/o inducir la degradación de moléculas de ARNm (véase Fig, 8.19), 
Se cree que los ARNmi participan en la regulación de, al menos, una tercera 
parte de los genes que codifican proteínas, por lo que es muy posible que 
estén implicados en el desarrollo tumoral. La expresión de ARNmi en mu- 
chos tumores presenta ciertas alteraciones características en comparación 
con las células normales, lo que concuerda con esta noción. Por lo general, 
la expresión de los ARNmi es significativamente más baja en las células tu- 
morales, lo que indica que muchas de estas moléculas podrían actuar como 
supresores de tumores. Los resultados de algunos trabajos recientes han 
respaldado esta hipótesis, ya que la interferencia con la síntesis de ARNmi 
incrementa la tasa de transformación celular y desarrollo tumoral, ¿<?f-7, una 
proteína que actúa sobre oncogenes como rtisK y c-nn/c es un ejemplo de 
una molécula de ARNmi con actividad supresora de tumores (Fig. 18.38)* 
p53 induce otra molécula de ARNmi que actúa como su presor tumoral 
(miR-34) y actúa a nivel de moléculas de ARNm que codifican varias proteí- 
nas que estimulan la progresión del ciclo celular (p. ej-, Cdk4, Cdkó y ciclina 
E) y favorecen la supervivencia celular (como Bel -2). No obstante, no todos 
los ARNmi poseen actividad supresora de tumores, ya que algunos pueden 
actuar como oncogenes. Por ejemplo, los ARNmi conocidos como miR-17- 
92 se amplifican en varios tipos tu mora les y actúan sobre ARNm que codi- 
fican proteínas que inhiben la progresión del ciclo celular (p. ej*, el inhibidor 
de Cdk p21) o favorecen la apoptosís (como el miembro proapoptútico de la 
familia Bcl-2 Rim) 

Papel de los oncogenes y de los genes supresores de tumores 
en el desarrollo del tumor 

Como ya se trató anteriormente, el desarrollo del cáncer es un proceso 
multietapa en el que las células sanas progresan de manera gradual hasta 
convertirse en células cancerosas. La secuencia completa de tos procesos 
que se requieren para el desarrollo de cualquier cáncer humano todavía no 
se conoce, pero está claro que tanto la activación de los oncogenes como la 
inactivación de los genes supresores de tumores son pasos críticos en la 
iniciación y progresión del tumor. A la larga, el daño acumulado en varios 
genes es el responsable del aumento de la capacidad de proliferar, de inva- 
dir otros tejidos y de generar metástasis, característico de las células cance- 
rosas* 




Disminución de ia expresión 
de [as prole irías oncogénicas 
c-Myc y RasK 


figura 13.38 Acción supresora 
tumoral del ARNmi de íet-7. 

El ARNmi de let-7 actúa sobre ARNm 
que codifican las proteínas ontogénicas 
c-Myc y RasK* 
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En algunos trabajos recientes se ha aplicado la secuencia don genómica a 
gran escala para analizar las mutaciones en oncogenes y genes supresores 
de tumores que aparecen en un gran número de tumores diferentes que re- 
presentan varios tipos de neoplasias, como cáncer de mama, colon y pul- 
món* Por ejemplo, Bert Vogelstein y cob. han calculado las frecuencias de 
mutaciones en todos los genes que codifican proteínas en 100 tumores colo- 
rrectales diferentes. En cada tumor se identificó un promedio de 15 muta- 
dones que afectaban a genes posiblemente implicados en el desarrollo tu- 
inoral No obstante, tan solo una pequeña proporción de los genes portaba 
mutaciones de manera uniforme en una parte importante de los tumores, 
como los oncogenes rasK y P13K y los genes supresores de tumores APC y 
p53 (Fig, 18.39Á). Se detectaron mutaciones en otros genes con una frecuen- 
cia inferior, normalmente en menos del 5% de cada tipo tumoral. Se ha 
identificado un patrón similar de mutaciones en los tumores mamarios, los 
cuales contenían un promedio de 14 mutaciones relacionadas con el de- 
sarrollo del cáncer, como mutaciones frecuentes en p53 y P/3K, además de 
mutaciones menos frecuentes en muchos otros genes (Fig. 18.39B). 

Cabe destacar que mía misma vía de señalización puede verse afectada 
por distintas mutaciones en tipos tumorales diferentes, de modo que las 
mutaciones en distintos oncogenes y genes supresores de tumores pueden 
ejercer unos efectos semejantes en el desarrollo tumoral. Por ejemplo, algu- 
nos tumores de colon portan mutaciones que provocan la activación de un 
miembro de la familia de oncogenes raf (B-raf) en lugar de mutaciones de 
rasK. Dado que Raf se encuentra inmediatamente debajo de Ras, la activa- 
ción de msK o B-ra/ induce la señalización mediada por ERK en las células 
tumorales. De manera similar, en los tumores de coion se observa a menu- 
do la inactivación de APC (que pertenece a la vía de señalización de Wnt; 
véase Fig. 18.27), que suele representar un acontecimiento temprano en el 
desarrollo tumoral Sin embargo, en algunos tumores la activación de la vía 
de Wnt obedece a La presencia de mutaciones en el gen que codifica a la 
(bca tonina (que se encuentra corriente debajo de APC en la vía de Wnt) en 
lugar dea mutaciones en el gen APC. De igual modo, la activación de la vía 
de la Fl-3 quina sa depende tanto de mutaciones en PJ3K (las cuales son pre- 


(A) Cáncer colorrectal [B) Cáncer de mema 



Figura 1 8.39 Alteraciones genéticas en los carcinomas color rectales 
y mamarios. La frecuencia de mutaciones en genes asedados al desarrollo 
de carcinomas eolorrectales (A) y mamarios (B) se representa con arreglo 
a la posición cromosómica de los genes, comenzando por el brazo corto del 
cromosoma 1 en el cuadrante superior izquierdo y continuando en el sentido 
de la flecha. Las posiciones que siguen al límite delantero de la gráfica continúan 
en la siguiente fila en el borde trasero y los cromosomas se alinean de extremo 
a extremo. El valor máximo de cada posición corresponde a la frecuencia 
de mutación del gen, (Tomado de L,D, Wood et al, 2007 r Science 318: 1108.) 
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valentes en los tumores de mama y colon) como de mutaciones en PTEN u 
otros genes situados corriente debajo de la P1 3-quinasa. 

Por consiguiente, la acumulación de un gran numero de mutaciones dis- 
tintas en los tumores puede incidir en un número más reducido de vías 
complementarías de señalización encargadas de regular la proliferación y la 
supervivencia de La célula. Los daños acumulados en varios oncogenes y 
genes su presores de tumores en estas vías reguladoras distintas podría pro- 
vocar la desaparición progresiva del control de la proliferación que hace po- 
sible el desarrollo de tumores. 

Enfoques moleculares para el tratamiento del cáncer 

Se ha aprendido mucho acerca de los defectos moleculares responsables del 
desarrollo de muchos cánceres humanos. Sin embargo, el cáncer es algo 
más que un tema de interés científico. Es una enfermedad terrible que cau- 
sa la muerte de cerca de uno de cada cuatro americanos. Por tanto, aplicar 
nuestro conocimiento del cáncer para mejorar la prevención y el tratamien- 
to del mismo representa un reto fundamental en la investigación actual y 
futura. Afortunadamente, los avances en la caracterización de la biología 
molecular del cáncer comienzan a contribuir al desarrollo de nuevos abor- 
dajes en su prevención y tratamiento, lo que en último término permitirá 
hacer frente a la enfermedad de una manera más adecuada. 

Prevención y detección precoz 

La manera más efectiva de hacer frente al cáncer sería evitar el desarrollo de 
la enfermedad. La segunda mejor manera, pero también efectiva, sería de- 
tectar de manera fiable el tumor antes de que alcanzara la etapa de carácter 
maligno, de tal manera que pudiera ser tratado. Muchos cánceres se pue- 
den curar mediante tratamientos locales, como la cirugía o la irradiación, 
siempre y cuando se detecten antes de que se propaguen por metástasis por 
todo el cuerpo. Por ejemplo, las etapas premalígnas del cáncer de colon 
(adenomas) se suelen curar por completo mediante procedimientos quirúr- 
gicos menores (Fig. 18.40). La tasa de curación de los carcinomas tempranos 
que todavía permanecen en su lugar de origen también es elevada, menos 
del 90%. Sin embargo, la tasa de supervivencia disminuye a cerca del 70 % 
para aquellos pacientes cuyo cáncer se ha difundido a los tejidos adyacen- 
tes y a los nodulos linfáticos, y es alrededor del 10% para aquellos parientes 
con cáncer de colon metastásico* Por tanto, la detección precoz del cáncer es 
un factor determinante en las consecuencias de la enfermedad. 

La principal aplicación de la biología molecular a la prevención y a la de- 
tección precoz consiste en identificar a aquellos individuos que tienen una 
tendencia hereditaria a desarrollar el cáncer. Esta tendencia hereditaria se 
debe a mutaciones en los genes supresores de tumores, en al menos algún 
oncogén {ret y cdk4) f así como en los genes de reparación del ADN, como en 
los genes reparadores BKCA1 y BRCA2 de bases desapareadas; esta última 
mutación es la responsable del cáncer de colon no polipoide hereditario 
(véase Medicina Molecular en el Cap, ó). Las mutaciones en estos genes se 
pueden detectar mediante una prueba genética, lo que permite identificar a 
los individuos de alto riesgo antes de que la enfermedad se desarrolle. 

Además de contribuir a la toma de decisiones en el ámbito de la planifi- 
cación familiar, el seguimiento riguroso de aquellos individuos de alto ries- 
go permitirá la detección precoz y un tratamiento más efectivo de algunos 
tipos de cáncer. Por ejemplo, los adenomas de colon se pueden detectar por 
colonoscopia y se pueden extirpar antes de que se conviertan en tumores 
malignos. Los pacientes con poliposis adenomatosa familiar (debido a mu- 
taciones hereditarias en el gen supresor de tumores A PC) suelen desarrollar 



Fase del cáncer de colon 


Figura 18.40 Tasas de supervivencia 
de parientes con carcinoma de 
colon. Se muestran las tasas de 
supervivencia durante cinco años de 
pacientes a los que se les diagnosticó 
adenomas (pólipos), carcinomas 
localizados en su lugar de origen, 
carcinomas que se habían propagado a 
tejidos adyacentes y nodulos linfáticos, 
y carcinoma meta&tásíco. 
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cientos de adenomas en sus primeros 20 años de vida, por lo que el colon de 
estos pacientes se suele extirpar antes de que alguno de estos pólipos pro- 
grese hasta un estado de tumor maligno. Sin embargo, los pacientes con 
cáncer de colon no polipoide hereditario desarrollan un menor número de 
pólipos en momentos posteriores de la vida, por lo que se pueden benefi- 
dar de la colonoscopia rutinaria y de determinadas drogas, como por ejem- 
plo las drogas antiinflamatorias no esteroideas (NSAID), que inhiben el 
desarrollo del cáncer de colon. 

La herencia de cánceres debidos a alteraciones en genes conocidos es un 
hecho poco frecuente, constituyendo cerca del 5% de la incidencia total del 
cáncer. El tipo de cáncer con una tendencia hereditaria más común es el cán- 
cer de colon no polipoide hereditario, que contabiliza cerca del 15% de los 
cánceres de colon y del 1% al 2% de todos los cánceres en Estados Unidos. 
Las mutaciones en los genes su presores de tumores BRCÁ1 y BRCA2 tam- 
bién son bastante comunes, y contabilizan el 5% de todos los cánceres de 
mama. Sin embargo, algunos genes que producen un aumento de la ten- 
dencia a contraer cáncer podrían intervenir en el desarrollo de un grupo 
más amplio de tumores malignos frecuentes de adultos. En algunos estu- 
dios recientes de asociación genómica (véase Fig. 5.35) se han identificado 
algunos genes que confieren un riesgo mayor de desarrollo de cáncer de 
mama y de próstata. La identificación de estos genes que confieren suscep- 
tibilidad al cáncer constituye una empresa importante con consecuencias 
prácticas evidentes, A los individuos con estos genes se les aconsejaría que 
evitaran su exposición a carcinógenos importantes (p. ej., el humo del taba- 
co en el caso del cáncer de pulmón) y se les realizaría un seguimiento rigu- 
roso para detectar los tumores en etapas tempranas, de tal manera que pu- 
dieran ser tratados más fácilmente. La identificación fehaciente de los 
individuos susceptibles, seguida de unas medidas de detección y preventi- 
vas adecuadas, podrían en último término disminuir de manera importan- 
te la mortalidad por cáncer 

Diagnóstico molecular 

El análisis molecular de los oncogenes y los genes s opresores de tumores 
presentes en ciertos tipos tumorales podría aportar información de utilidad 
para el diagnóstico del cáncer y para el seguimiento de la eficacia terapéuti- 
ca. Así, ya se están poniendo en práctica varias aplicaciones de este tipo de 
diagnóstico molecular. En algunos casos, las mutaciones de los oncogenes 
han proporcionado marcadores moleculares útiles para seguir el curso de la 
enfermedad durante su tratamiento. Un buen ejemplo es la translocación de 
abi en la leucemia mielogénica crónica. Como ya se traté anteriormente, esta 
trans locación provoca la fusión de abl con el gen bcf, lo que produce la ex- 
presión de la proteína oncogénica Bcr/Abl (véase Fig. 18.23). A través del 
método de la reacción en cadena de la polimerasa (véase Fig. 4,23) se puede 
detectar el oncogén bcr/abl recombinante en las células leucémicas, por lo 
que se utiliza para monitorizar la respuesta de los pacientes al tratamiento. 

En otros casos, la detección de mutaciones en determinados oncogenes o 
en genes su preso res de tumores proporciona información acerca de qué op- 
ciones terapéuticas elegir. Por ejemplo, el que se hayan amplificado N-ím/c 
en los neurob las tomas y erí>B-2 en los carcinomas de mama y de ovario per- 
mite predecir una progresión rápida de la enfermedad. Por tanto, los pa- 
cientes con estos oncogenes amplificados deberían recibir un tratamiento 
más agresivo. Como se describe en la siguiente sección, las mutaciones en 
oncogenes específicos, como erb B, también pueden dictar la respuesta de 
los tumores a los principios activos dirigidos contra oncogenes. 

Además del análisis de genes individuales, puede obtenerse información 
diagnóstica importante a partir del análisis global de la expresión génica en 
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tos cánceres. El uso de microarrm/s de ADN permite analizar simultánea- 
mente la expresión de decenas de miles de genes (véase Fig, 4.27), de modo 
que es posible desarrollar una clasificación molecular de los cánceres me- 
diante la comparación de los perfiles de expresión génica de los diferentes 
tumores. Estudios de este tipo sugieren que los análisis de perfiles de expre- 
sión génica pueden distinguir entre tumores que de otro modo resultan si- 
milares, y proporciona información que predice el resultado clínico y la res- 
puesta al tratamiento. La caracterización de los tumores mediante el 
análisis dei perfil de expresión génica se está con virtiendo, por tanto, en 
una herramienta práctica para el diagnóstico del cáncer. 

Tratamiento 

Sin embargo, la cuestión fundamental es saber si el descubrimiento de los 
oncogenes y de los genes supresores de tumores dará lugar al desarrollo de 
nuevos medicamentos que actúen selectivamente contra las células cance- 
rosas. La mayoría de los medicamentos que se utilizan actualmente en el 
tratamiento del cáncer, bien dañan el ADN, o bien inhiben la replicadón del 
ADN. Por tanto, estos medicamentos no sólo son tóxicos para las células 
cancerosas, sino también para las células sanas, especialmente para aquellas 
células sanas que experimentan una división celular rápida (p. ej v células 
hem a topoy éticas, células epiteliales del tracto gastrointestinal y células del 
folículo piloso). La acción dé los medicamentos anticancerosos contra estas 
poblaciones de células sanas es la responsable de la mayor parte de la toxi- 
cidad asociada a estos medicamentos, y limita su efectividad en el trata- 
miento del cáncer. 

Un nuevo abordaje prometed or a la terapia del cáncer es la utilización de 
drogas que inhiben el crecimiento del tumor interfiriendo con la angiogéne- 
sis (la formación de los vasos sanguíneos), o desorganizando los vasos san- 
guíneos del tumor, en lugar de actuar directamente contra las células cance- 
rosas. Como ya se mencionó anteriormente en este capítulo, se necesita que 
se formen nuevos vasos sanguíneos para suministrar el oxígeno y los nu- 
trientes que se requieren para el crecimiento del tumor. Por tanto, para el 
desarrollo del tumor es fundamental promover la angiogénesis, y las células 
turnara les secretan determinados factores de crecimiento, incluido ei VEGF, 
que estimulan la proliferación de las células endoteliales de los capilares, lo 
que origina el crecimiento de nuev os capilares en el tumor (véase Fig. 17.15). 
La importancia de la angiogénesis la reconoció por primera vez Judah Folk- 
man en 1971, y las investigaciones llevadas a cabo por Folkman y cois, han 
conducido al desarrollo de nuevos medicamentos (endostatina y angiosta ti- 
na) que inhiben la angiogénesis bloqueando la proliferación de las células 
endoteliales. Puesto que estos medicamentos actúan de manera específica 
inhibiendo la formación de nuevos vasos sanguíneos, son mucho menos tó- 
xicos para las células sanas que los agentes antican cerosos estándar. Los in- 
hibidores de la angiogénesis han dado resultados muy prometedores en 
pruebas llevadas a cabo con animales, y actualmente están siendo sometidos 
a ensayos clínicos para evaluar su efectividad contra los cánceres humanos. 
En 2ÜU4, resultados clínicos positivos dieron lugar a que la Administración 
de Alimentos y Medicamentos Americana (FDA: food and Drug Administra- 
tion) aprobase el uso del primer inhibidor de la angiogénesis, un anticuerpo 
monoclonal contra VEGF, para el tratamiento del cáncer de colon. Los resul- 
tados de otros estudios acerca de esta actividad monoclonal frente al cáncer 
han sido prometedores y se ha autorizado el tratamiento del cáncer de riñón 
con dos pequeños inhibidores del receptor de VFFG (sunitintb y sorafenib). 

Una estrategia alternativa para conseguir un tratamiento más selectivo 
del cáncer consiste en desarrollar drogas dirigidas específicamente contra 
los oncogenes que producen el crecimiento del tumor. Desgraciadamente, 
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Tabla 18.6 Terapias selectivas basadas en los oncogenes aprobadas para 
uso clínico 


Fármaco 

Oncogén 

Tipos de tumor 

Ácido retinoico 

PML/RARa 

Leucemia promielocítica aguda 

Herceptina 

erbB-2 

Cáncer de mama 

Eibitttx 

erbB 

Cáncer colorroctal 

Imatmib 

aM 

Leucemia micloide trónica 


Jtíf 

Tumores estromales gastrointestinal es 


PDGFR 

Tumores estromales gastrointestinales, 
leucemia irdelomonocítica crónica, 
síndrome hípereosinofílico, 
dermatofibrosarcoma protuberante 

Gefitinib 

erbB 

Cáncer de pulmón 

Erlottnib 

erbB 

Cáncer de pulmón 

Sora fenib a 

raf 

Cáncer de riñón 


J Aunque el surafenibes un potente inhibidor de las qui nasas Raf, también inhibe el receptor VEGF y otra* 
tirosina quinases, por lo que la base molecular de su efecto and tumo ral no ha sido establecida. 


desde el punto de vista del tratamiento del cáncer. Jos oncogenes no son ex- 
clusivos de las células tumorales. Puesto que los proto-oncogenes desempe- 
ñan un papel importante en las células sanas, es probable que los inhibido- 
res generales de ia función o de la expresión de los oncogenes actúen contra 
las células sanas así como contra las células tu morales. Por tanto, la utilidad 
de los oncogenes como dianas de las drogas anticancerosas no resulta evi- 
dente, pero algunos avances prometedores Indican que puede ser posible 
desarrollar terapias selectivas basadas en los oncogenes (Tabla 18,6). 

El primer régimen terapéutico dirigido contra un oncogén específico se 
utiliza para tratar la leucemia promielocítica aguda. Esta leucemia se carac- 
teriza por una trans locación cromosómica en la que el gen que codifica el 
receptor del ácido retinoico (RAJÍa) se une a otro gen (PML) para dar lugar 
al oncogén PML/RARa. Se cree que funciona como un represor de la trans- 
cripción que bloquea la diferenciación celular. Sin embargo, estas células 
leucémicas se diferencian en respuesta al tratamiento con dosis altas de áci- 
do retinoico, que parece que supera el efecto inhibidor de la pro teína unco- 
génica PML/RARa, Este tratamiento con el ácido retinoico provoca la remi- 
sión de la leucemia en la mayoría de los pacientes, aunque esta respuesta 
favorable es temporal, y los pacientes vuelven a recaer. Sin embargo, el tra- 
tamiento combinado con ácido retinoico y con agentes qui mío terapéuticos 
estándar reduce de manera significativa la incidencia de la recaída, por lo 
que la utilización del ácido retinoico resulta beneficiosa en el tratamiento de 
la leucemia promielocítica aguda. La actividad terapéutica del ácido reti- 
noko se detectó antes de que fuera identificado el oncogén PML/RARa, por 
lo que su efectividad contra las células leucémicas que expresan esta proteí- 
na oncogénica se descubrió por casualidad, en vez de mediante un diseño 
racional del medicamento. De todas maneras, la utilización del ácido retí- 
noko en el tratamiento de la leucemia promielocítica aguda proporciona ei 
primer ejemplo de un medicamento clínicamente útil dirigido contra una 
proteína oncogénica. 

La herceptina, un anticuerpo monodonal frente a la protema oncogénica 
ErbB-2, fue la primera droga desarrollada frente a un oncogén específico 
que consiguió la aprobación de la EDA para su uso clínico en el tratamiento 
del cáncer. La proteína ErbB-2 se sobreexpresa en aproximadamente el 25", 
al 30% de los cánceres de mama como resultado de la amplificación del gen 
crfrB-2. En primer lugar se encontró que un anticuerpo frente al dominio ex- 
trace! ular de ErbB-2 (un receptor proteína-timsina quinasa) inhibía la proli- 
feración de células tu mora les en las que se sobreexpresaba ErbB-2. Estos re- 
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multados llevaron al desarrollo y ensayo clínico de la Herceptina, que se en- 
contró que reducía significativamente el crecimiento tumoral y prolongaba 
la supervivencia del paciente, en ensayos clínicos que incluían a más de 600 
mujeres con cáncer de mama metastático en el que se sobreexpresaba la 
pro teína ErbB-2. Basándose en estos resultados, la Herceptina fue aprobada 
por la FDA en 1998 para el tratamiento del cáncer de mama metastático que 
expresase niveles elevados de ErbB-2. Erbitux, un anticuerpo m emocional 
contra el receptor de EGF (la proteína del oncogén ErbB-2), también fue 
aprobado por la FDA en el 2004 para su uso en el tratamiento del cáncer co- 
lorrectal avanzado y, más recientemente, en tumores de cabeza y cuello. 

El uso terapéutico de anticuerpos monocl onales está limitado a las dia- 
nas ex tracelu lares, como los factores de crecimiento o los receptores de su- 
perficie celulares. Un área de aplicación más amplia de desarrollo de princi- 
pios activos es la identificación de inhibidores de proteínas oncogémcas de 
pequeño tamaño molecular, incluyendo las proteínas quínasas que juegan 
papeles clave en la señalización de la proliferación y supervivencia de las 
células cancerosas. El avance pionero en esta área fue el desarrollo de un in- 
hibidor selectivo de la pro teína -ti rosina quinasa Bcr/ Abl, que es generado 
por la translocación cromosómica Philadelphía en la leucemia mieíoide cró- 
nica (véase Fíg. 18.23). Brian Druker y cois, desarrollaron un inhibidor po- 
tente y específico de la proteína quinasa Bcr /Abl y demostraron que este 
compuesto (denominado imatinlb o Gleevec) bloquea de forma eficaz la 
proliferación de las células de leucemia mieíoide crónica. Basándose en es- 
tos resultados, un ensayo clínico del imatinib fue iniciado en 1998, Las res- 
puestas a imatinib fueron notables, y el principio activo tenía efectos secun- 
darios mínimos. El llamativo éxito del imatinib en estos estudios clínicos 
sirvió como base para la rápida aprobación por la FDA en 2001 de su uso 
para el tratamiento de la leucemia mieíoide crónica, A pesar de que algunos 
pacientes recaen y desarrollan resistencia frente al principio activo, el imati- 
nib es indudablemente una terapia altamente eficaz para esta leucemia. In- 
teresantemente, la resistencia a imatinib en la mayoría de los casos resulta 
de mutaciones en el dominio quinasa de la protema Bcr /Abl que impiden 
la unión del imatinib. Mediante el análisis de estos mutantes resistentes, ha 
sido posible diseñar nuevos inhibidores, que están actualmente en ensayos 
clínicos para determinar su eficacia contra leucemias que se han hecho re- 
sistentes al imatinib. 

El imatinib es también un potente inhibidor del receptor de PDGF y de 
las pro teína- tí rosina qu i nasas Kit v se ha demostrado que resulta una tera- 
pia eficaz para tumores en los que los genes que codifican para estas prote- 
ína quínasas son oncogenes activados mutacionalmente. Kit es activado en 
aproximadamente un 90% de los tumores de estroma gastrointestinal, que 
son tumores del tejido conectivo estroma I del estomago e intestino delgado. 
Muchos de los tumores de estroma gastrointestinal que no poseen mutacio- 
nes activ adoras de Kit, poseen en su lugar mutaciones activadoras del re- 
ceptor de PDGF. Como consecuencia, los tumores de estroma gastrointesti- 
nal responden con fuerza al imatinib. Adicionalmente, el imatinib es activo 
frente a otros tres tipos de tumores en los que el receptor de PDGF está acti- 
vado como oncogén, incluyendo la leucemia mié lomonocí tica crónica en el 
que es activado mediante fusión con el factor de transcripción leí (véase 
Fíg. 18.25). 

Dos inhibidores de pequeño tamaño molecular del receptor del EGF 
{ gefitinib y erlolinib) han mostrado recientemente una llamativa actividad 
contra un subgrupo de cánceres de pulmón en los que el receptor de EGF 
está activado por mutaciones puntuales. Resulta notable que la idea de tra- 
tar cánceres de pulmón con gefitinib fue el hecho de que estos inhibidores 
de EGF están sobreexpresados en la mayoría de los cánceres de pulmón, en 
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MEDICINA MOLECULAR 


imatinib: Tratamiento del cáncer 
dirigido contra el oncogén bcr/abl 


Enfermedad 

La leucemia mieloide crónica (LMC) 
constituye aproximadamente el 12% 
de las leucemias en adultos. En 2ÜÜ7, 
se estimó que aproximadamente 4.600 
casos de CML serían diagnosticados 
en Estados Unidos, y que habría unas 
500 muertes causadas por esta 
enfermedad * 

La LMC se origina a partir de una 
célula madre plurípo tendal en la 
médula ósea. Es una enfermedad de 
desarrollo lento, que se divide 
clínicamente en dos etapas: la fase 
crónica y la crisis blástica. La fase 
crónica de la LMC puede persistir 
durante años y se asocia con una 
sin t orna tologia mínima. Finalmente, 
sin embargo, los pacientes progresan 
hada un estado agudo de la 
enfermedad que pone en peligro su 
vida, conocido como crisis blástica. La 
crisis blástica se caracteriza por la 
acumuladón de grandes números de 
células leucémicas que proiiferan 
rápidamente, denominadas blastos. 
Los pad entes que sufren la crisis 
blástica se tratan con drogan 
quimioterapéuticas estándar, que 
pueden inducir una remisión a la fase 
crónica de la enfermedad. La 
quimioterapia también puede 
utilizarse durante la fase crónica de la 
LMC, pero generalmente no consigue 
eliminar las células leucémicas. La 
LMC también puede tratarse mediante 
un trasplante de células madre de la 
médula ósea, lo que puede resultar 
curativo en aproximadamente la 
mitad de los padentes en la fase 
crónica de la enfermedad. 

Base molecular y celular 

La activación del oncogén ahí por la 
trans í ocatión desde su locus normal 
en el cromosoma 9 al cromosoma 22, 
es un suceso altamente reproducirte 
en la LMC, ocurriendo en el 95% de 
estas leucemias. Esta translocación 
resulta en la formación de una fusión 
entre el gen abl y el gen bcr del 
cromosoma 22, dando lugar ai 
oncogén bcr /ahí. El oncogén expresa 
una protema de fusión Bcr/Abl en la 
que ¡a secuencia de aminoácidos Bcr 


sustituye al primer exón de Abl 
(véase Fig, 18.23). La pro teína 
Bcr/ Abl es una proteína-tirosina 
quinasa constitutivamente activa, que 
desencadena una leucemia mediante 
la activación de una serie de vías de 
señalización. 

Puesto que la activadón del 
oncogén bcr/abl es un evento tan 
reprodudbJe en el desarrollo de la 
LMC, parecía ser un buen candidato 
contra el que desarrollar un inhibidor 
selectivo de tiros ina- q u inasas que 
podría ser de utilidad clínica. Estos 
estudios dieron lugar al desarrollo del 
imatinib (también conocido como 
Gleevec) como la primera droga 
terapéutica diseñada con éxito como 
inhibidor selectivo de una proteína 
ontogénica. 

Prevención y tratamiento 
El desarrollo del imatinib empezó con 
Ja identificación dé la 2-fenilo- 
ammopirimidina como un inhibidor 
inespecífico de proteínas quinasas, 

A continuación, fueron sintetizados 
una serie de compuestos relacionados, 
y fueron optimizados en base a su 
actividad frente a distintas dianas, 
incluyendo la tirosina quinasa AbL 
Entre muchos compuestos analizados 



Estructura cristalina del dominio catalítico 
de Abl formando un complejo con un deri- 
vado del imatinib. (De T. Schindler, W, Bonn- 
mann, P, Peí] icena, W. T, Miiier, B. Clarkson 
y J. Kurivan. 2000, SrirííCtf 289: 1938.) 


en estas investigaciones, se encontró 
que el imatinib era un inhibidor 
potente y específico de Abl, y de otras 
dos proteína-tirosína quinasas, el 
receptor del factor de crecimiento 
plaque tario y c-Kit Estudios 
sucesivos, demostraron que el 
imatinib inhibía específicamente la 
proliferación de células transformadas 
por oncogenes bcr/abl incluyendo 
células de padentes con LMC, en 
cultivo. Además, el imatinib [HD4] 
impedía la formación de tumores por 
parte de células transformadas con 
bcr/abl en ratones. Por el contrario, las 
células normales o células 
transformadas con otros oncogenes, 
no eran afectadas por el Smatinib fBtór , 
demostrando su especificidad frente a 
la tirosina quinasa Bcr /Abl, 

Basándose en estos resul tados, se 
inició la fase I del ensayo clínico de 
imatinib en junio de 1998. Los 
resultados fueron sorprendentemente 
positivos. De los 54 pacientes en fase 
crónica tratados con imatinib, 53 
respondieron a la droga. Es más, la 
respuesta al imatirtib |B&í| se observó 
en más de la mitad de los pacientes en 
crisis blástica tratados. El éxito de 
estos estudios inicia íes incitó una fase 
II expandida que incluía a más de 
1.000 padentes. Estos estudios 
confirmaron los resultados 
prometed ores de la fase I, donde el 
95% de los pacientes en fase crónica y 
aproximadamente el 50% de los 
pacientes en crisis blástica, 
respondieron al imatinib. Además, al 
contrario que las drogas 
quimioterapéuticas convencionales, el 
imatinib poseía efectos secundarios 
mínimos. Estos estudios clínicos 
claramente demostraron que el 
imatinib es una terapia altamente 
eficaz para la LMC, y dio lugar a una 
aprobación acelerada del imatinib por 
parte de la FDAen mayo del 2001 
— un hito en la traducción de la 
ciencia básica en práctica clínica. 
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lugar del hecho de que pueden ser activados mediante mutaciones en on- 
cogenes. Al contrarío que la eficacia general del imatinib frene a la leuce- 
mia míeloide crónica, los estudios clínicos indicaron que gefitmib o erloti- 
nib fueron eficaces en sólo un 10% de los pacientes de cáncer de pulmón, 
aunque las respuestas en estos pacientes era bastante dramática. Un avan- 
ce importante se hizo en 2004 cuando dos grupos de investigadores encon- 
traron que el subgrupo de cánceres de pulmón que respondían a gefitiníb 
eran estos inhibidores en los que las mutaciones puntuales resultaban en la 
activación constitutiva del receptor tirosina quinasa para EGF (Fíg. 18.41). 
Estos resultados indicaban que la inhibición del receptor de EGF era un 
tratamiento efectivo para aquellos tumores en los que había sido mutado 
para actuar como un oncogén pero en aquellos que expresaban la proteína 
norma!. 

El descubrimiento de que gefitiníb y erlotinib son activos sólo frente a 
aquellos cánceres de pulmón con receptores de EGF activados mutacional- 
mente, apoya la hipótesis de que los tumores con oncogenes activados son 
especialmente susceptibles a inhibidores de esos oncogenes. Esto es tam- 
bién consistente con la actividad de imatinib contra tumores que expresan 
proteínas oncogénicas mutationalmente activadas de Bcr/ Abl, Kit, y el re- 
ceptor de PDGF, además de con una diversidad de experimentos en siste- 
mas de modelos anímales. La sensibilidad de los tumores a la inhibición de 
oncogenes activados se ha denominado adicción oncogén ica, Se cree que 
un oncogén activado se convierte en uno de los principales motores en la 
célula tumoral, de modo que otras vías de señalización en la célula tumoral 
se hacen secundarias. Como consecuencia, la proliferación y supervivencia 
de una célula turnara! puede convertirse hacerse dependiente de la activi- 
dad continuada del oncogén, mientras que las células normales tienen vías 
de señalización alternativas que pueden compensar si alguna de las vías es 
bloqueada. 

Los ejemplos de imatinib, gefitiníb y erlotinib sugieren claramente que la 
explotación continuada de los oncogenes como dianas para el desarrollo de 
principios activos que actúen selectivamente contra las células cancerosas. 
De hecho, una amplía variedad de principios activos dirigidos contra pro- 
teínas oncogénicas (incluyendo B-Raf, FL3 quinasa, y Akt) y componentes 
corriente abajo de las vías de señalización oncogénicas (como MEK y 
mTOR) están siendo ensayados para evaluar su potencial en el tratamiento 
de cáncer en el hombre. La aparente dependencia de las Células de cáncer de 
oncogenes mutacional mente activados ofrece la promesa de que el uso de 
principios activos dirigidos contra los oncogenes en combinación con el 
análisis genético de los tumores de los pacientes individuales puede dar 
lugar a grandes avances en el tratamiento del cáncer, A pesar de que el 
eventual impacto de la biología molecular sobre el tratamiento del cáncer 
sigue estando en el futuro está claro que el diseño racional de principios ac- 
tivos dirigidos contra proteínas oncogénicas específicas jugará un papel im- 
portante. 
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Figura 18.41 Mutaciones 
del receptor de EGF asociadas 
con la sensibilidad al gefitmib 
y erlotinib. Los cánceres de pulmón 
que responden al gefitiníb y erlotinib 
poseen mutaciones activadores exones 
18-21 del dominio quinasa del receptor 
de EGF. Entre ellos figuran mutaciones 
puntuales como G719C (exón 18), 
V765A (exón 20) y L85SK (exón 21 ), 
si como deledones cortas, como 
AE746-A750 en el exón 19, 


RESUMEN U PALABRAS CLAVE 


DESARROLLO Y CAUSAS DEL CÁNCER 

Tipos de cáncer: El cáncer se debe a la proliferación incontrolada de cual- 
quíer tipo de célula. La distinción más importante, para el paciente, es 
entre tumores benignos, que permanecen en el lugar de origen, y tumo- 
res malignos, que pueden invadir el tejido circundante sano y diseminar- 
se por el organismo. 


cáncer, tumor, tumor benigno, 
tumor maligno, metástasis, 
carcinoma, sarcoma, leucemia, 
linfoma 
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iniciación del tumor, 
progresión del tumor, 
adenoma, pólipo 


carcinógeno, promotor 
tumoral 


inhibición dependiente 
de la densidad, estimulación 
autocrina del crecimiento, 
inhibición por contacto, 
angíogénesis, muerte celular 
programada, apoptosis 


transformación celular 


virus tumoral, virus 
de la hepatitis B, virus de la 
hepatitis C 

virus de simio 40 (5V40), 
polio ma vi rus 


papilomavirus 


adenovirus 


herpes vi rus, herpesvirus 
asociado al sarcoma de 
Kaposi, virus de Epstein-Barr 

retrovirus, virus del sarcoma 
de Rous (R5V) 


RESUMEN 


Desarrollo del cáncer: Los tumores se desarrollan a partir de una única 
célula alterada que comienza a proliferar de manera anormal. Mutacio- 
nes adicionales darán lugar a la selección de aquellas células con una ma- 
yor capacidad de proliferación, supervivencia, invasión y metástasis. 

Causas del cáncer: La radiación y muchos otros carcinógenos químicos 
actúan dañando el ADN e induciendo mutaciones. Otros carcinógenos 
químicos contribuyen al desarrollo del cáncer estimulando la prolifera- 
ción celular. Los virus también causan cáncer en humanos y en otras es- 
pecies. 

Propiedades de las células cancerosas: La proliferación incontrolada de 
las células cancerosas se refleja en que tienen poca necesidad de factores 
de crecimiento extra célula res, y en la ausencia de la inhibición por con- 
tacto célula-célula. Muchas células cancerosas también se diferencian de 
manera defectuosa, lo que está de acuerdo con su proliferación continua 
in vivo , La incapacidad característica de las células cancerosas de sufrir 
apoptosis también contribuye de una manera importante al desarrollo 
del tumor. 

Transformación de las células en cultivo: £1 desarrollo de ensayos de 
transformación celular in vitro , ha permitido estudiar la conversión de cé- 
lulas sanas en células tumor ales, en cultivos celulares, 

VIRUS TUMORALES 

Virus de la hepatitis B y C: Los virus de la hepatitis B y C pueden causar 
cáncer hepático en humanos. 


SV40 y poHomavirus: Aunque ni el SV4Ü ni el polioma virus causan cán- 
cer en humanos, son modelos importantes para estudiar la biología mo- 
lecular de la transformación celular. El a n tí gen o T del SV40 induce la 
transformación mediante su interacción con las proteínas celulares su- 
preseras de tumores Rb y p53, 

Papilomavirus: Los papilomavirus inducen tumores en diversos anima- 
les, incluyendo el carcinoma cervical en humanos. Al igual que el antíge- 
no T de SV40, las proteínas transformantes de los papilomavirus interac- 
ción a n con Rb y p53. 

Adenovirus: Los adenovirus no causan cánceres de manera natural en el 
hombre ni en otras especies, pero son un modelo importante en la inves- 
tiga don del cáncer. Sus proteínas también interaccionan con Rb y p53. 

Herpesvirus: Los herpesvirus, que están entre los virus animales más 
complejos, provocan el cáncer en varias especies, incluido el hombre. 


Retrovirus: Los retrovirus causan el cáncer en el hombre y en otros ani- 
males, Algunos retrovirus tienen genes específicos responsables de indu- 
cir la transformación celular, y a partir de estudios realizados con estos 
retrovirus altamente ontogénicos se han caracterizado encogen es virales 
y celulares. 
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ONCOGENES 

Oncogenes retromricos: El primer oncogén identificado fue el gen src del 
RSV. Estudios posteriores lian identificado más de dos docenas de onco- 
genes distintos en diferentes retro virus. 

oncogén, src, ros, raí 

Proto-oncogeiies: Los oncogenes de los retro virus se originaron a partir 
de genes similares de células sanas denominados proto-oncogenes. Los 
oncogenes son formas de sus correspondientes proto-oncogenes que es- 
tán rrmtadas o que se expresan de manera anormal. 

proto-oncogén 

Oncogenes en el cáncer en el hombre: En el cáncer en el hombre, diversos 
oncogenes se activan a partir de mutaciones puntuales, reordenamientos 
del ADN, y amplificaciones. Algunos de estos oncogenes de tumores hu- 
manos, como los genes ras, son los homólogos celulares de aquellos on- 
cogenes que se describieron por primera vez en los retrovírus. 

c-myc, abi, erbB-2 

Funciones de los productos ontogénicos; La mayoría de las proteínas on- 
cogénicas interv ienen como componentes de las vías de señalización que 
estimulan la proliferación celular. El gen que codifica la delina DI y Cdk4 
también es un oncogén potencial, que estimula la progresión del ciclo ce- 
lular Otras proteínas ontogénicas interfieren con la diferenciación celu- 
lar, y los oncogenes que codifican la P1 3-quinasa, Akt y Bcl-2 inhiben la 
apoptosis. 

Fos, Jim, CCN01 , ErbA, 
PML/RARo, Pl 3-quinasa, 
Akt, Bcl-2 

GENES SUPRESORES DE TUMORES 

Identificación de los genes supresores de tumores: A diferencia de los on- 
cogenes, los genes supresores de tumores inhiben el desarrollo del tu- 
mor. El prototipo de un gen supresor de tumores, RE?, se identificó a par- 
tir de los estudios sobre la herencia del retinoblastoma. La pérdida o la 
inactivación por mutación de RE? y de otros genes supresores de tumores, 
como p53, contribuye a que se desarrollen diversos tipos de cáncer en el 
hombre. 

gen supresor de tumores, 
Rb p53 

Funciones de tos productos de los genes supresores ríe tumores: Las pro- 
teínas codificadas por la mayoría de los genes supresores de tumores in- 
tervienen como inhibidores de la proliferación o de la supervivencia ce- 
lular. Las proteínas Rb, INK4, y p53 son reguladores negativos de la 
progresión del ciclo celular. Además, p53 se requiere para la apoptosis 
inducida por lesión del ADN y por otros estímulos, por lo que su inacti- 
vación contribuye a estimular la supervivencia de la célula humoral . Al- 
gunos genes, como BRCA1 y BRCA2, actúan para mantener la estabili- 
dad genómica en lugar de influenciar directamente la proliferación 
celular. 

PTEN, gen de estabilidad 

Papel de los oncogenes y de los genes supresores de tumores en el de- 
sarrollo del tumor: Las mutaciones en los oncogenes y en los genes su- 
presores de tumores contribuyen al desarrollo progresivo de los cánceres 
en el hombre. Se considera que la acumulación de los daños en varios de 
estos genes origina la alteración de la proliferación, diferenciación y su- 
pervivencia que caracteriza a la célula cancerosa. 
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adicción oncogénka 


Preguntas 

1. ¿En qué difiere un tumor benigno de 
un tumor maligno? 

2. ¿Cuál es el papel de la selección donal 
en el desarrollo del cáncer? 

3. ¿Cómo aumentan los estrógenos el 
riesgo de padecer un cáncer ? 

4. ¿Cómo contribuye la estimulación au- 
tocrina del crecimiento a la progresión 
de los tumores? 

5. ¿Qué propiedades de las células can- 
cerosas íes confieren la capacidad de 
metastatizar? 

6- Has construido un antígeno T motado 
del SV4Ü que no puede inducir la trans- 
formación celular, ya que no se une a 
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Respuestas a las preguntas 



CAPÍTULO t 

I- Que tas moléculas orgánicas, incluyendo varios aminoá- 
cidos, pueden formarse espontáneamente a partir de una 
mezcla de gases reductores. 

I El ARN es único en su capacidad de servir tanto como 
molde y de catalizar las reacciones químicas necesarias 
para su propia replicadón, 

3. Las mitocondrias y cloroplastos contienen sus propios 
ADN y mitocondrias, son similares en tamaño a las bac- 
terias y se dividen como las bacterias. Las proteínas ribo- 
so micas y los ARN de estos organillos también están más 
estrechamente relacionados con los de las bacterias que 
los codificados por los gonomas eucariotas. 

4. Porque el CL se hizo abundante en la atmósfera de la Tie- 
rra como resultado de la fotosíntesis. 

5. El volumen de una esfera viene definido por la fórmula 
4 /3jtr\ donde r = radío. Puesto que el volumen de las cé- 
lulas es proporcional al cubo de su radio, ei volumen rela- 
tivo de un macrófago comparado con 5. aureus es la rela- 
ción entre los cubos de sus radios; 25VQ,5 J - 125,000. 

s, Levadura. 

~ Ratón. 

9 El índice de refracción del aire es 1,0; el índice de refrac- 
ción del aceite es aproximadamente 1,4. Puesto que la re- 
solución = 0,61 ¡r\ sen a (q es el índice de refracción), ob- 
servar una muestra a través del aire en vez de a través del 
aceite supone que el límite de resolución varíe de 0,2 jjm 
a 0,3 |im. 

4. Resolución = 0,61L/NA. Tomando X = 0,5 um para la luz 
v isible, el objetivo con un NA =1,3 pm resolverá objetos 
con una separación de 0,23 pm, mientras que el objetivo 
de NA = 1,1 resolverá objetos distanciados unos 0,27 pm. 
El aumento de las imágenes puede obtenerse mediante 
otros métodos (como la proyección en una pantalla o em- 
pleando una lente ocular con más aumentos). Así, la me- 
jor opción sería un objetivo de x60 aumentos y una aper- 
tura numérica de 1,3. 

Hl Las proteínas ma rcadas con GFP pueden expresarse en cé- 
lulas viv as, de modo que pueden verse sin necesidad de 
fijar y matar las células para marcarlas con un anticuerpo 
fluorescente. El movimiento de las proteínas marcadas 
con GFP puede seguirse por lo tanto en células vivas. 

II, La centrifugación de v elocidad separa los organillos en 
base a su tamaño y forma, mientras que la centrifugación 
de equilibrio las separa en función de la densidad (inde- 
pendientemente de forma y tamaño). 


12. El suero contiene factores de crecimiento que son necesa- 
rios para estimular la división de la mayoría de las célu- 
las animales en cultivo. 

13. Los cultivos celulares primarios son cultivos de células 
obtenidas directamente de un organismo o un tejido. Las 
líneas celulares inmortales poseen la capacidad de proli- 
ferar indefinidamente en cultivo. 

14. Estas células retienen la capacidad de diferenciarse en to- 
dos los diferentes tipos celulares de los organismos adul- 
tos, de modo que ofrecen el potencial de usarse en tera- 
pias de trasplante para el tratamiento de una diversidad 
de países, 

CAPÍTULO 2 

1. El agua es una molécula polar cuyos hidrógenos y oxige- 
no pueden formar puentes de hidrógeno entre ellos (para 
hacer que el agua sea líquida a la mayoría de las tempera- 
turas de la Tierra) y sirve como un buen disolvente para 
las moléculas orgánicas polares y para los iones inorgáni- 
cos. El agua también repele a las moléculas, o a sus partes 
apolares, y las obliga a asociarse entre ellas para formar 
estructuras importantes como la membrana celular y de 
los orgánulos. 

2. El glucógeno es un polímero de la glucosa conectado 
principalmente por enlaces a(l— >4) glucosídicos, v posee 
ocasionalmente enlaces a(l — rá) que producen ramifica- 
ciones. La celulosa es un polímero rectilíneo, sin ramifica- 
ciones, de enlaces p(l— >4) entre residuos de glucosa. 

3» Las grasas se acumulan en gotas lipídícas en las células 
(especialmente adipocitos) y son una forma eficaz de al- 
macenaje de energía. Los fosfoíípidos funcionan como el 
principal componente de las membranas celulares. 

4, Los nucí eóti dos funcionan como transportadores de 
energía química (p, ep, ATP) y como moléculas de señali- 
zación intracelular (p. ej., AMP cíclico), 

5. No. La información de los ácidos nucleicos se transmite 
medíante la secuencia de sus bases. Sí las bases fueran eli- 
minadas, quedaría una cadena de azúcar fosfato lineal 
con poco contenido informativo, 

6 + Christian Anfinsen y sus colaboradores demostraron que 
La ribonudeasa desnaturalizada puede espontáneamente 
volver a plegarse en una enzima activa en ausencia de 
otros constituyentes celulares. Esto demostraba que la in- 
formación necesaria para el plega miento estaba conteni- 
da en la secuencia primaria de la ribonudeasa, 
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7. La cadena lateral de la cis teína contiene un grupo su li- 
li id rilo que puede formar enlaces envalentes disulfuro 
con otro residuo de cisterna, estabilizando la estructura 
de la superficie celular y las proteínas secretadas, 

8. El coles tero! puede incorporarse en las membranas, don- 
de regula la fluidez de la membrana, Adícionalmente, el 
col esteral es empleado en la síntesis de hormonas este- 
raideas, 

9. La estructura en a-helice permite a los grupos CG y NH 
de los enlaces peptldicos formar enlaces de hidrógeno en- 
tre ellos, neutralizando así su carácter polar: los barriles-p 
también son capaces de atravesar las bicapas lipídícas. 

10. d, La alanina es el único aminoácido de la lista con una 
cadena lateral hidrofóbica capaz de interaccionar con los 
ácidos grasos de las membranas lipídícas. 

11. En la primera dimensión, las proteínas se separan en un 
gradiente de pH de acuerdo con su carga total, En la se- 
gunda dimensión, las proteínas se separan en base a su 
masa, 

12. En un enfoque, un orgánulo es purificado medíante frac- 
cionamiento subcelular, y las proteínas contenidas en él 
son identificadas mediante es pee tr ofotometría de masas. 
Otro enfoque, que ha sido empleado en el análisis total 
de las proteínas de levaduras, es expresar un gran nume- 
ro de proteínas fusionadas con GFE La localización sub- 
celular de las proteínas de fusión puede determinarse a 
con tí n nación mediante microscopía de fluorescencia. 


CAPÍTULO i 

1, El aspartato es un aminoácido acídico que interacckma 
con los aminoácidos básicos en los sustratos de la tripsi- 
na. La sustitución de aspartato por lísina (un aminoácido 
básico) interferiría con la unión del sustrato y la catálisis. 

2 * La cadena lateral de la histidina puede carecer de carga o 
estar cargada positivamente en el pH fisiológico, permi- 
tiendo su uso para el intercambio de iones de hidrógeno. 

3, La enzima El probablemente está regulada mediante re- 
troaJimentación negativa. 

4, Una reacción energéticamente desfavorable puede aco- 
plarse a una reacción energéticamente favorable con un 
incremento de energía libre negativa elevado (a menudo 
la hidrólisis de ATP), de modo que la reacción combinada 
es energéticamente favorable, 

5, La reacción catalizada por la fosfofructoquinasa es fruc- 
tosa -ó-fosfato 4 ATP — > fructosa -1,6-bi fosfato + ADR El 
incremento de energía libre estándar puede calcularse 
como la suma de las variaciones de energía libre estándar 
de la formación de fruc tosa- 1,6-b i fosfato a partir de fruc- 
tosa-6-fosfato y fosfato {AG“ — -«-4 kcal/mol), y la varia- 
ción estándar de la energía libre de la hidrólisis del ATI 1 
(-7,3 kcal/mol), dando una variación de energía libre de 
-3,3 kcal/mol para la reacción acoplada. 

é. Al sustituir los valores dados en la ecuación: 


AG = AG lL 4 RT ln 


iBirci 

‘[Al 


se obtiene el siguiente resultado: AG = -1,93 kcal/mol. 
Por lo tanto, la reacción procederá de izquierda a dere- 
cha, lo que significa que, en la célula, A se convertirá en B 
más C. 

7. La fosfofructoquinasa es inhibida mediante concentracio- 
nes elevadas de ATP. Así, la glucólísis será inhibida en 
respuesta a un incremento de la concentración celular de 
ATE 


8. Bajo condiciones anaeróbicas, la glucosa es metabolizada 
sólo a través de la glucólLsis, con una producción neta de 
2 moléculas de ATE por molécula de glucosa. Bajo condi- 
ciones aeróbicas, la glucosa se oxida completamente para 
producir 36 - 38 moléculas de ATP. 

9. Bajo condiciones anaeróbicas el NADH producido du- 
rante la glucólisís es empleado para reducir el piruvato 
en etanol o lactato, generando así NADE 

10. Puesto que los lipidos están más reducidos que los ácidos 
grasos, su oxidación genera mucha más energía por mo- 
lécula. 

11. En las reacciones lumínicas, la energía derivada de la 
absorción de luz por las clorofilas se emplea para dividir 
el agua en 2H 4 l/2 0 3 + 2e\ Los electrones entran en 
una cadena de transporte de electrones que resulta en la 
síntesis de ATP y NADPH. En las reacciones oscuras, el 
ATP v el NADPH dirigen la síntesis de glucosa a partir de 
CO, y HA 

12. Algunas reacciones de la glucólísis implican un gran des 
censo en energía libre y no son fácilmente reversibles. La 
gluconeogénesis evita estas reacciones mediante otras re- 
acciones dirigidas por el gasto de ATP y NADPH. 

CAPÍTULO 4 

1. Criarías moscas con mutaciones en dos genes diferentes 
Si las mutaciones de los dos genes se heredan juntas cor. 
frecuencia, los genes estarían asociados y residirían en los 
mismos cromosomas, 

2. La mitad del ADN será de densidad intermedia y la mi- 
tad será ligero. 

3. La adición o deledón de uno o dos nucleótidos alteran^ 
el marco de lectura del gen, resultando en una secuencia 
de aminoácidos completamente diferente a la proteir^ 
codificada, 

4. Para clonar este fragmento de ADN humano, un crorr 
soma artificial de levadura necesitaría telómeros y un 
centróme ro para replicarse como una molécula semejarte 
a un cromosoma lineal, además de un origen de replica- 
don y una diana de corte para EcoRL 

5. UGC también codifica la cisterna, de modo que esta mu- 
tación no tendría ningún efecto sobre la función enzima - 
tica. UGA, sin embargo, es un codón de terminación, as 
que esta mutación generaría una proteína truncada que 
sería Inactiva, 

6. El mapa de restricción es: 

EcoRl 

2,5 kb 0,5 kb | 1 kb 

HmdUI 

7. El espermatozoide haploíde contiene una única copia m 
cial de la secuencia de DNA. Cada ciclo de PCR amplifica 
por dos el material inicial, por lo que diez ciclos darían 
lugar a 2 t0 , aproximadamente mil copias. AI amplificar : 
por 30 ciclos se generarían 2 v r o más de mil millones de 
copias. 

8. De la Tabla 4.3, los cósmidos portan insertos de 30-45 kb 
De la Tabla 4.2, la secuencia de reconocimiento de BflmHl 
tiene una longitud de 6 pb, que ocurre con una frecuem.í 
aleatoria de una vez cada 4.Ü0Ü pares de bases de ADS 
(4 6 = 4096). Dividiendo 30.00045.000 entre 4.000, espera- 
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-nos unos IÜ fragmentos de B#mHI en un inserto de un 
cósmído. 

% El genoma humano es de aproximadamente 3 x KT kb, y 
el tamaño de un inserto para un vector BAC es de 12G-300 

I kb i" Tabla 4.3). Dividiendo el tamaño del genoma entre el 
tamaño del inserto índica un mínimo de 10.000 a 25.000 
clones de BAC serían necesarios para cubrir el genoma. 
ü E¡ virus de la gripe se replica mediante la síntesis de ARN 
dirigida por ARN, de modo que la actinomidna D (que 
inhibe la síntesis de AR1SJ dirigida por ADN) no afecta a 
b replicacíón del virus de la gripe. 

Un marcador selecciona ble, como la resistencia a un prin- 
cipio activo, que te permite seleccionar las células estable- 
mente transfectadas. 

E. ljs proteínas son disueltas en una solución que contiene 
t. detergente de carga negativa SDS. Cada proteína se 
une a muchas moléculas de SD5, que confiere una carga 
neta negativa a la pro teína. A continuación, las proteínas 
pueden ser separadas mediante electrofo resis en ge] de 
acuerdo con su tamaño. 

CAPÍTULO 5 

% Los organismos con genomas mayores que su compleji- 
dad poseen mayores cantidades de ADN no codificante. 

2 . Sharp y sus colaboradores construyeron híbridos entre 
hexcmes de ARN de adenovirus y ADN vírico de hebra 
sencilla. Tras su observación bajo un microscopio electro- 
ruco, observaron que el ARNm del hexón híbrida con re- 
jones separadas del ADN vírico y el ADN intermedio no 
-■bridado formaba lazos. Los lazos de ADN de hebra 
sendlla correspondían a los mirones que eran eliminados 
mediante corte y empalme de] transcrito primario. 

1, Mediante procesamiento alternativo más de una proteína 
r jede ser sintetizada a partir del mismo gen, incremen- 
tando así la diversidad de proteínas expresadas a partir 
ce un número limitado de genes. 

4 . Debido a su diferente composición de bases, las repeticio- 
nes de secuencias sencillas (p. ej,, ACAAACT) difieren en 
itnstdad de la relación AT/GC de la mayor parte del 
ADN nuclear. Las secuencias que contienen copias en 
tándem de estas repeticiones se separarán en una centri- 
fugadón en CsCl para formar bandas satélite que son di- 
rimentes de la banda principal de ADN genómico. 
i L n cent romero de 5. cerevisina es pequeño (125 pares de 
ra=*.‘>) y presumiblemente se une a un número limitado 
áe proteínas cinetocóricas para formar un solo dominio 
de unión a mierotúbulos. Los centrómeros de los cromo- 
somas animales son mucho mayores, con secuencias re- 
pendas que forman rineíócoros más extensos y propor- 
cionan puntos de unión a múltiples mierotúbulos. 

4 Cortar el plásmido con un endonucleasa de restricción 
crea un cromosoma lineal con dos extremos libres, pero 
tío telómeros. Los genes plasmídicos se pierden rápida- 
mente debido a la inestabilidad de los extremos cromo- 
sooricos. Para comprobar esto, podrías unir las secuen- 
cias t elomérieas a los extremos del plásmido línearizado 
y ver si esto permite que el plásmido se herede de forma 
^tabíe. 

T La respuesta puede obtenerse dividiendo la longitud de] 
genoma humano (3 x lO 1- ' kb) entre el número de genes, 
Jespués de restar la longitud de ADN ocupada por los 
prepios genes (calculada como el número de genes multí- 
p irado por La longitud media de un gen [30 kb]). Así, la 
distancia media entre genes es de unos 100 kb. 


8. Una molécula de historia Hl se une al ADN genómico 
aproximadamente cada 200 pb, de forma que el número 
de histonas Hl unidas al genoma de levaduras puede de- 
terminarse mediante la división del tamaño del genoma 
de levadura (1 2 Mb) entre 200 pb para generar un valor 
de 60.000, 

9. De la Tabla 5,1, podemos calcular la longitud media del 
mirón humano dividiendo la longitud total de la secuen- 
cia íntróniea entre el número de intrones en un gen hu- 
mane’» medio: aproximadamente 3.400 pb. 

10. De la Tabla 5.1, la secuencia exónica de un gen humano 
medio suma 2.500 pb. Esto sería la longitud media espe- 
rada de los insertos completos de ADNc en tu genoteca, 

11. Hl Consorcio de Secuenciación del Genoma Humano se- 
cuendó clones BAC que ya habían sido mapeados a re- 
giones concretas de los cromosomas humanos. Celera Ge- 
notnics empleó una técnica de escopeta frente al genoma 
completo en el que fragmentos de ADN genómico eran 
secuenciados al azar y las secuencias solapantes entre 
fragmentos fueron empleadas para reagrupar y comple- 
tar la secuenda completa, 

12. A diferencia de las secuencias que codifican proteínas, las 
secuencias reguladoras son cortas, poco definidas y ocu- 
rren frecuentemente por azar en los genomas grandes, 
haciendo difícil la identificación de secuencias regulado- 
ras funcionales. Las técnicas empleadas para identificar 
secuencias reguladoras funcionales incluyen buscar 
agrupaciones de elementos reguladores, secuencias evo- 
lutivamente conservadas, y secuencias presentes en ge- 
nes regulados de forma coordinada. 

13. Los polimorfismos de un solo nudeótido (SNPs) son dife- 
rencias en pares de bases aisladas entre los genomas de in- 
dividuos. Estudiando los SNPs, podemos identificar ge- 
nes asociados a susceptibilidad a distintas enfermedades 

CAPÍTULO 6 

1. A una temperatura elevada el mutante tendría defectos al 
reemplazar los cebadores de ARN con ADN en los frag- 
mentos de Okazaki y en rellenar los espacios en el ADN 
que siguen a la reparación por escisión. 

2. La topoisomerasa l corta una hebra del ADN en doble hé- 
lice y le permite girar en tomo al otro enlace fosfodíéster 
para aliviar la tensión del giro. La ttipoisomerasa fl corta 
a ambas hebras del ADN en doble hélice y puede pasar 
otra molécula de ADN a través del corte para separar las 
moléculas asociadas (p, ej. P durante la mitosis), 

3. De la Tabla 5.6, el tamaño del genoma de levadura es de 
12 Mb (12 millones de pares de bases), mientras que los 
fragmentos de Okazaki poseen aproximadamente 1-3 kb 
(1.000-3,000 pares de bases} de longitud. Podemos calcu- 
lar el número de fragmentos de Okazaki sintetizados du- 
rante la replicacíón mediante la división del tamaño del 
genoma entre la longitud de los fragmentos de Okazaki, 
dando un resultado de 4Ü01M2.ÜÜU. 

4. Las ADN pollmerasas son incapaces de iniciar La síntesis 
de ADN de novo: sólo pueden añadir nucleótidos a una 
hebra cebadora preexistente. Di primasa inicia de novo y 
sintetiza cebadores cortos de ARN, que pueden ser exten- 
didos a continuación por una ADN polímerasa. 

5. La actividad exonudeasa 3' a 5' es necesaria para la esci- 
sión de bases mal apareadas en ADN reden sintetizado. 
Un mutante de E, cafi con una ADN polimerasa 111 que 
carece de esta actividad poseería una elevada frecuenda 
de mutaciones cada vez que se replique e! ADN, 
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6 ■ Insertarías la secuencia de ADN en plásmidos que care- 
cen de un origen de replicadón y determinarías sí el plás- 
midü recombinante es capaz de transformar levaduras 
matantes que requieren un gen pJasmídíeo para su creci- 
miento y división. Sólo los plásmidos con un origen fun- 
cional generarán una elevada frecuencia de colonias de 
levaduras transformadas 

7. Los ADN polímera sas son incapaces de replicarse en los 
extremos de moléculas lineales de ADN; las células de le- 
vaduras han evolucionado !a telomerasa para mantener 
los extremos de sus cromosomas lineares. Puesto que el 
genoma de E, coli es una molécula de ADN circular y no 
posee extremos, no requiere mecanismos especiales para 
replicar los extremos del ADN linear, 

8* Las roturas de doble hebra pueden repararse mediante la 
reparación recombinatoria. La recombinación con un cro- 
mosoma homólogo, como una cromátida hermana, pue- 
de permitir que la porción que falta de un cromosoma se 
copie desde ana hebra sencilla del cromosoma homólo- 
go, Las roturas de una sola hebra pueden ser reparadas 
mediante reparación por escisión, puesto que la hebra 
complementaria intacta está disponible para su uso como 
molde para dirigir la síntesis de la porción escindida de la 
hebra dañada. 

9* La elevada frecuencia del cáncer de piel se debe a las le- 
siones en el ADN causadas por la radiación solar UV, las 
cuales se pueden reparar por el sistema de reparación por 
escisión de nucleótidos. El que otros cánceres no tengan 
esta incidencia tan elevada sugiere que este tipo de lesión 
no es frecuente en los órganos internos, y que la mayoría 
de los cánceres se deben a otros tipos de mutaciones £p. 
ej-, la incorporación de bases desapareadas durante la re- 
plicadón del ADN). 

10. Los procesos celulares que podrían estar afectados por 
estos principios activos incluyen el mantenimiento de los 
telómeros mediante la telomerasa y la transposición de 
retro tra nsposones. 

IX. En lugar de emplear la mutilación de hebras párenteles, el 
sistema de reparación de bases mal apareadas en huma- 
nos emplea las roturas de una sola hebra para identificar 
el ADN recién replicado. Así, un homólogo de Muí H no 
es necesario para las células humanas. 

12. F! ratón sería i nmunod eficiente, careciendo tanto de lin- 
fdcitos B como T, como resultado de ser incapaces de re- 
organizar sus genes de inmunoglobulinas y del receptor 
de células T, 

CAPÍTULO 7 

1. La secuencia de ADN está marcada radiactivamente en 
un extremo, A continuación es incubada con la proteína y 
sometida a una digestión parcial con ADNasa. El sitio al 
que se une la proteína estará protegido de la digestión, de 
forma que no aparecerán fragmentos de ese tamaño des- 
pués de una electroforesis del ADN digerido, 

2 + Los factores sigma se unen a secuencias corriente arriba 
del punto de iniciación de la transcripción, trayendo a la 
ARN polimerasft específicamente a la región del promo- 
tor para iniciar la transcripción. 

3. EJ tipo más común de terminación implica la transcrip- 
ción de una repetición invertida rica en GC que forma 
una estructura de tallo-lazo mediante complementarle- 
dad de bases. La formación de esta estructura desorgani- 
za la asociación del ARNm con el ADN y termina la 
transcripción. 


4, La unión del represor con el operador influye en la unión 
de la ARN polímerasa al promotor, como consecuencia 
de lo cual se inhibe la transcripción, 

5* El promotor que contiene la caja TATA puede transcribir- 
se in vi tro en presencia de TBP o TFTID, Sin embargo, el 
promotor Inr requiere TF11D, puesto que la secuencia Inr 
es reconocida por los TAFs en lugar de por TBP, 

6. La actividad de los enhmccrs no depende ni de la distan- 
cia ni de su orientación con respecto al sitio de iniciación 
de la transcripción. Los promotores se definen como cer- 
canos al sitio de iniciación de la transcripción, 

7. El elemento de la secuencia sería un sitio de unión poten- 
cial para un represor específico de tejido. 

8, Dividen cromosomas en dominios individuales de es- 
tructura croma tínica que puede ser eucr orna tina o hetero 
cromatina, pero no puede extenderse más allá del aislan- 
te, Además, previenen que un enhancer en un dominio 
actué sobre un promotor del dominio siguiente. 

9, Uno de tos dos cromosomas X es inactivado temprano en 
el desarrollo de la hembra (o en machos XX Y), Un ARN 
denominado Xist es producido por el gen Xi$i en uno de 
íos dos cromosomas X, y se une a ía mayoría de los genes 
en ese cromosoma. El ARN Xist reclute proteínas que in- 
ducen la condensación cromatínica y la conversión de la 
mayoría del X inactivo en hete rocroma tina, 

10. La unión específica de alta afinidad de Spl a la caja GC 
de la secuencia de ADN se explotó para su purificación 
bioquímica mediante cromatografía de afinidad de ADN, 
Para demostrar que la protema purificada es Spl, podrías 
llevar a cabo ensayos de transcripción in vi tro, 

11. El antísuero anti-5m se uniría a las RNPsn y prevendría 
su unión a los sitios de procesamiento, inhibiendo así el 
corte y empalme. 

12. Los ARN no codificantes pueden reprimir la transcrip- 
ción de un gen diana mediante el complejo R1TS y pue- 
den inducir la degradación de un ARNm diana mediante 
el complejo RTSC. Así, los ARNs no codificantes pueden 
regular tanto la síntesis como la degradación de los trans- 
critos diana . 

13. Los factores de procesamiento dirigen a los RNPsn a las 
dianas correctas de corte y empalme mediante su unión a 
secuencias específicas del pre-ARNm. 

14* Apo-BinO es sintetizado en el hígado mediante la traduc- 
ción de un ARNm no editado. La Apo-B48 más corta es 
sintetizada en el intestino mediante la traducción de un 
ARNm editado en el que la reacción de edición ha gene- 
rado un codón de terminación, 

15. La degradación del ARNm sin sentido es un proceso de 
control de calidad por el que los ARNm que carecen de 
marcos de lectura completos son degradados. Este proce- 
so elimina los ARNm defectuostjs que darían lugar a pro- 
teínas anómalas truncadas. 

capítulo b 

1. Muchos AENt son capaces de formar enlaces de hidróge- 
no con más de un codón porque la tercera base de su an- 
tier Odón puede «temblar» o aparearse de formas no están- 
dar con numerosos nucleótídos distintos de sus pares 
complementarios habituales, 

2. Se necesita una secuencia Shine-Delgarno. 

3. Los ribosomas deplecionados de la mayoría de sus prote- 
ínas todavía pueden sintetizar polipéptidos, mientras 
que el tratamiento con ARNasa acaba por completo con 
la actividad traduccional. Adicionalmente, el análisis es- 
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fractura] de alta resolución de la su b unidad ribosómica 
505 mostró que el sitio en el que tiene lugar la reacción de 
peptidil transíerasa está compuesto por ARNr, no proteí- 
nas ribosómicas. 

4. La polla deniladón es un mecanismo importante de regu- 
lación de la traducción en el desarrollo temprano. Su in- 
hibición bloquearía la traducción de muchos ARNms de 
oocitos tras la fecundación. 

5. Las chaperonas son proteínas que ayudan al correcto ple- 
ga miento de otras proteínas. Las temperaturas elevadas 
pueden desnaturalizar las proteínas. Las proteínas de 
choque térmico son chaperonas que facilitan el replega- 
miento de estas proteínas desnaturalizadas, restaurando 
así la correcta función proteica, 

6. El tratamiento con fosfolipasa liberaría de la superficie 
celular una proteína unida a GPL pero no una proteína 
transmembrana, 

7. La degradación de la ciclina B, que permite a las células 
salir de la mitosis, requiere una secuencia especifica de 9 
aminoácidos denominada caja de destrucción. Las mu- 
taciones de esta secuencia previenen la ubi qut ti nación y 
la degradación de la ciciina B y bloquean la salida de la 
mítosis. 

8. No. Además de dirigir proteínas hacia su degradación, Ja 
ubiquitinación de una proteína puede poseer otras fun- 
ciones, incluyendo dirigir proteínas para una modifica- 
ción de historias que regula la transcripción 

9. Los miARN pueden dirigir ARNm específicos mediante 
el complejo RISC, desencadenando la degradación del 
ARNm o la inhibición de la traducción, 

10* Las secuencias de ios UTRs 3' pueden regular la estabili- 
dad, localización y traducción funcionando como sitios 
de unión para factores de regulación de los miARN, 

11, Puesto que T. aquaticus crece a altas temperaturas, su 
ARNr es más estable que el ARNr de E. cotí y más capaz 
de soportar los procedimientos vigorosos de extracción 
proteica empleados en los experimentos de Noller. 

12, Las señales secuencia que dirigen las proteínas hacía 
compartimentos celulares específicos a menudo son re- 
tiradas mediante la acción de las peptidasas señal. Adi- 
do na lmente, muchas proteínas son sintetizadas como 
proteínas precursoras mayores y son procesadas p roteo! L 
ticamente para generar proteínas maduras, 

13, Un «centro de decodifi catión» en la subunidad menor 
del ribosoma reconoce ¡os pares de bases codón-antíco- 
dón correctos y discrimina frente a apareamientos erró- 
neos, La inserción de un aminoacil ARNt correcto en el si- 
tio A induce un cambio conformadonaí que causa la 
hidrólisis del GTP unido a eEF-lu y la liberación del fac- 
tor de elongación unido a GDP. 

14, El PDI cataliza la formación de puentes disulfuro. La in- 
hibición del PDI por el ARNsi interferirá en el pagamien- 
to correcto de la ARNasa, por lo que detectarás una acti- 
vidad ARNasa mucho menor en el cultivo de células que 
expresan ARNsi, 

CAPÍTULO 9 

1. Los ARNm procaríóticos son traducidos a medida que se 
transcriben. La separación del sitio de transcripción de! 
sitio de traducción en eucariotas permite ia regulación de 
los ARNm mediante procesos postra ducci onales, como el 
corte v empalme alternativo, la poliadenílación, v el 
transporte regulado del citoplasma. Adicionalmente, la 
transcripción puede ser regulada mediante la modula- 


ción de la localización nuclear de los factores de trans- 
cripción. 

2 + Las laminillas de 3a red filamentosa que soporta y estabi- 
liza la envuelta nuclear. Las lamín inas también propor- 
cionan sitios de unión para que la croma ti na se una al in- 
terior de la envuelta nuclear. Además, muchas de las 
proteínas que participan en la transcripción, 3a replica- 
dor del ADN y la modificación de la cromEVtina, interae- 
cionan con las [amininas. 

3. La proteína de 15 kd, pero no La de 1Q0 kd, será capaz de 
entrar en el núcleo, puesto que las proteínas inferiores a 
aproximadamente 20 kd pueden difundir libremente a 
través del complejo del poro nuclear, 

4 + La distribución de Ran/GTP a través de la envuelta nu- 
clear determina la dirección del transporte nuclear. 

5. Un ejemplo es NF-xB, En células no estimuladas, el IkB se 
une al NF-kB, y el complejo no puede ser importado al 
núcleo. Tras la estimulación, el Ix'B es fosforíXado y degra- 
dado mediante proteólisis mediada por ubíquitína. Esto 
expone la señal de localización nuclear de NF-xB, per- 
mitiéndole entrar y activar la transcripción de los genes 
diana. 

6. El factor de transcripción ya no podría ser fosf orí lado en 
estas dianas, de modo que sería importado constitutiva- 
mente al núcleo para activar la expresión de los genes 
diana, 

7. La inactivación de la señal de exportación nuclear resul- 
taría en la retención de la proteína en el núcleo. 

8. Podrías marcar el ADN recién sintetizado con bomode- 
soxiuridina, que se incorpora en el ADN en lugar de la ti- 
mina. El ADN marcado con bromodesoxiuridina puede 
localizarse mediante anticuerpos contra e] bromodeso- 
xiuridína y el uso de microscopía de fluorescencia, 

9. Kal deron y sus colaboradores fusionan la secuencia amí- 
noacídica 126 a 132 del a n tí gen o T a las proteínas normal- 
mente citoplásmicas, fLgalactosidasa y piruvato quinasa. 
Estas proteínas de fusión se acumulan en el núcleo, 

10. Las motas nucleares contienen poblaciones concentradas 
de RNFpn y se cree que son sitios de almacenamiento de 
componentes del corte v empalme, 

11. Los ARN pequeños v nucleolares (ARNpno) se Localizan 
en eE nucléolo donde participan en la escisión y modifica- 
ción de los ARNr. 

12. La ex portina- 1 es necesaria para el exporte de ARNt des- 
de el núcleo, de modo que inhibiendo la fundón de la ex^ 
portina-t prevendría la exportación del ARNt y desenca- 
denaría la inhibición de la traducción, 

CAPÍTULO 10 

1. Palade y sus colaboradores trataron a las células adnares 
pancreáticas con un pulso de aminoácidos radioactivos, 
que se incorporan en las proteínas. La autorrad logra fía 
mostró que las proteínas marcadas se detectaron en pri- 
mer lugar en el RE rugoso. Tras una corta «persecución» 
de aminoácidos no radiactivos, las proteínas marcadas se 
movieron al aparato de Golgi, y tras períodos más largos, 
las proteínas marcadas se encontraron en las vesículas se- 
cretoras y después en el exterior de las células. 

2. Cuando un ARNm que codifica para una proteína secre- 
tada es traducido in nitro sobre ribosomas libres, resulta 
una proteína mayor que la obtenida cuando el mismo 
ARNm es traducido en presencia de micros omas de! RE 
rugoso. En el último caso, la secuencia señal es escindida 
por una peptidasa señal en las vesículas del RE rugoso. 
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3. La translocad ón cotraducdona] implica la unión a la par- 
tícula de reconocimiento de la señal y la transí oración a 
través del translocón dirigido por el proceso de síntesis 
en los ribosomas. La translocación postra duecional dirige 
a un polipéptído al RE tras la finalización de la síntesis y 
no requiere una 5RP. Un complejo Sec 62/63 reconoce a 
un polipéptído que debe ser incorporado, y lo inserta en 
un translocón. El polipéptído es arrastrado al lumen del 
RE por una chaperona denominada «BiP». 

4. Las proteínas unidas al aparato de Golgi son incapaces de 
penetrar en el RE en un motante Secól y por lo tanto per- 
manecen en el cifosol. 

5. Los grupos hidrocarbonados se añaden en el Jumen del 
ER y del aparato de Golgi, que son topológic ámente equi- 
valentes al exterior de la célula, 

6. La mutación de la secuencia KDEL inhibiría el retomo de 
i a proteína residente en el RE desde el Golgi al RE, de 
modo que seria secretado al exterior celular. La inactiva- 
ción de la proteína receptora de KDEL resultaría en la se- 
creción de todas las proteínas del RE que contienen la se- 
cuencia KDEL. 

7. Inicialmente, una secuencia señal dirige ai polipéptído li- 
sosómico naciente o a la proteína prelisosómica al RER, 
entonces se le añade un olígosacárído mediante un enlace 
N, Después de trasladarse al Golgi, se mantienen tres re- 
siduos de mañosa que normalmente se eliminan, y se 
convierten en manosa-6-fosfato en un proceso en dos pa- 
sos (que tiene lugar en el á$ Golgi). Estos residuos de ma- 
nosa-ó-fosfato son reconocidos y unidos por un receptor 
en la red del trans Golgi, que dirige su transporte a los li- 
sosomas. 

La proteína normalmente citosólica carece de una se- 
cuencia señal y por lo tanto no entra en el RE, Por lo tan- 
to, la adición de una señal de localización lísosómica no 
tendría ningún efecto. Por el contrario, dicha adición diri- 
giría una proteína normalmente secretada hacia los Uso- 
somas desde el aparato de Golgi, 

B. En ausencia de la síntesis de manosa-6-fosfato en el apa- 
rato de Golgi, las proteínas 1 i sosoma les normales serían 
secretadas. 

9. Los glicolípidos y la esfinge miel ina son producidos por 
Ja adición de azúcares o fosforilcoiina a la ceramida en las 
superficies citosólica y lumínica, respectivamente, del 
aparato de Golgi. La glucosilceramida es a continuación 
traspasada a la superficie lumínica. Después del trans- 
porte vesicular y fusión con la membrana plasmática, es- 
tos lí pidos se localizan en la mitad externa déla membra- 
na plasmática, 

ÍIL El diagnóstico de la enfermedad de Gaucher. Puesto que 
la patología implica una mutación en la hidrolasa gíuco- 
cerebrosidasa iisosómica, podrías sugerir la terapia de 
sustitución enzimática, 

11 . Las enzimas destinadas para los lísosomas son hidroiasas 
acidas y no son activas a los pH neutrales del citoplasma, 
el RE, o el aparato de Golgi. Las hidroiasas acidas son ac- 
tivadas por el pH ácido de los lisosomas, que se mantiene 
mediante bombas de protones lisosómicas. 

12. La fuerte interacción entre los dominios superenrolados 
de los v-SNARE y t-SNARE sitúa a las dos membranas 
casi en contacto directo. Esto produce inestabilidad en 
la membrana y da lugar a que las membranas se fu- 
sionen. 

13. Las proteínas Rab se almacenan en su forma unida a GDP 
en el citosol mediante asociación con inhibidores de la di- 


sociación GDP (GDI), En las membranas, los GDI son eli- 
minados mediante factores de desplazamiento de GDI y 
los factores de intercambio de nudeótidos de guanina lo- 
calizados en la membrana estimulan el intercambio de 
GTP por GDP. 

CAPÍTULO 11 

1. El área de superficie de la membrana mitocondrial inter- 
na es elevado debido a la formación de crestas. Además, 
el contenido proteico de la membrana es especialmente 
de vado (>70%), e incluye numerosas enzimas y transpor- 
tadores de electrones, 

2. Los ARNt mitocondríales son capaces de hacer una for- 
ma extrema de tiemblo en el que el aníícodón U puede 
aparearse con cualquiera de las cuatro bases en Ja tercera 
posición del ARNm, permitiendo que cuatro codones 
sean reconocidos por un solo ARNt. 

3. El gradiente de protones de 1 unidad de pH corresponde 
a una [H 4 ¡ 0 diez veces superior. Sustituyendo este valor 
en la ecuación: 

AG = RT ln[H + y[H + ] D 

Se obtiene una respuesta de aproximadamente -1,4 
kcal/mol. 

4. Las proteínas Hsp70 en el citosol mantienen proteínas 
mitocondríales recién sintetizadas en un estado sin ple- 
gar para que puedan ser insertadas en et complejo Tom y 
ser importadas como una cadena sin plegar. Las chapera* 
ñas de la matriz mitocondrial Hsp70 se unen a la cadena 
polipeptídíca a medida que emerge del complejo Tim y 
emplean la hidrólisis de ATP para arrastrar el pohpéptí- 
do hacia la matriz. En algunos casos, el complejo de ]a 
chaperonma Hsp6Q se une al polipéptído y facilita su pa- 
gamiento en su estructura terciaria apropiada. 

5. La primera señal de inte rnaliz ación cargada positi- 
vamente desencadena la mtemalizacíón en la matriz mi- 
tocondrial, donde esta presecuencia es retirada, y la se- 
gunda secuencia hidrofóbica dirige al polipéptído 3 
Oxal, una transí ocasa de la membrana mitocondrial in- 
terna que introduce el citocromo b2 en el espacio inter- 
membrana, 

6. La coenzima Q acepta un par de electrones del complejo I 
o del complejo lí y los pasa al complejo lÜ. La coenzima 
Q también une dos protones de la matriz mitocondrial, 
los transporta a través de la membrana interna y los libe- 
ra en el espacio Inter membrana, contribuyendo a la gene- 
ración de un gradiente de protones. El citocromo c es una 
protema pequeña que se encuentra en el espacio Ínter- 
membrana que toma un par de electrones del complejo 
III y los transfiere al complejo IV, 

7. F, se encuentra en la membrana interna de las mi tocón - 
drias y en la membrana del tilaeoíde de Jos cloroplastos. 
Ft es el tallo y el engrasamiento que se extiende desde F 
hacia la matriz mitocondrial y hacia el es trama de los 
cloroplastos. El complejo F i; , proporciona un canal □ tra- 
vés del cual los protones pueden volver a la matriz o al 
estroma. El acoplamiento mecánico del tallo dirige la ro- 
tación en el interior del complejo F t que causa la síntesis 
de ATP. 

&. Al contrario que las mitocondrias, no existe potencia] 
eléctrico a través de la membrana del doroplasto. Así que 
la carga de los péptídos de tránsito no contribuye a la 
translocación de la prateína. 
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9. Se requieren dos electrones activados para romper cada 
molécula de agua, por lo que son necesarios 24 electro- 
nes activados para la síntesis de cada molécula de gluco- 
sa. Hl paso de estos electrones a través de los dos fotosis- 
temas genera 12 moléculas de NIADPH y entre 12 y 18 
moléculas de ATP, dependiendo de la estequiometría del 
bombeado de protones en el complejo cítocromo bf. 
Puesto que se requieren 18 moléculas de ATP para el ci- 
clo de Calvin, la síntesis de glucosa puede necesitar 
ATPs adicionales producidos por el flujo cíclico de elec- 
trones, 

10. Tres de cada cuatro átomos de carbono convertidos en 
glicolato son devueltos a los doroplastos y vuelven a en- 
trar en el ddo de Calvin. 

11. Las proteínas peroxisómicas se sintetizan sobre riboso- 
mas libres en e! citosol y se dirigen a los peroxisomas 
mediante una secuencia de señal Ser-Lys-Leu en su ex- 
tremo carboxílo terminal, o una secuencia de nueve ami- 
noácidos en el extremo a mino terminal. Estas secuencias 
son reconocidas por receptores e internalizadas a través 
de transportadores en la membrana sencilla del peroxi- 
soma. 

12. Mientras que la membrana del íiiacoide es impermeable 
a los protones, es libremente permeable para otros iones, 
que pueden neutralizar el componente de voltaje de su 
gradiente de protones, 

CAPÍTULO 12 

1. Los monómeros de actina asimétricos se asocian de for- 
ma cabeza -col a para formar los filamentos de actina. 
Puesto que todos los monomeros se orientan en la misma 
dirección, el filamento tiene una clara polaridad. La pola- 
ridad de los filamentos de actina define la dirección del 
movimiento de la miosina. Si los filamentos de actina no 
fuesen polares, el movimiento unidireccional de la miosl- 
na que resulta del deslizamiento de los filamentos de ac- 
tina y mi os m a no tendría lugar. 

2. El treadmilling es un comportamiento dinámico de los fi- 
lamentos de actina (o micro tú bu los) en el que mantienen 
su longitud prácticamente constante mediante la adición 
de ATF-actinas (o CTF- tu bul inas) al extremo protuberan- 
te (o positivo), y la disociación un número equivalente de 
A D P-acti n a s (o tubul i n a s) del ex trem o pu nti agudo ( o ne- 
gativo). Durante este comportamiento de ritmo constan- 
te, las subunidades h id rol izan sus nudeósidos trifosfato 
después del ensamblaje, fluyen a través del filamento y 
salen del extremo puntiagudo (o negativo). El treadmilling 
tiene lugar a concentraciones de mon omero comprendi- 
das entre la concentración crítica para el extremo protu- 
berante (o positivo) y la concentración crítica para el ex- 
tremo p u n t í a gu do (o nega t i vo ) . 

3. La citocalasina se une al extremo positivo de los filamen- 
tos de actina y bloquea su elongación, de modo que daría 
lugar a la despolimeradón de los fragmentos treadmilUng. 
La faloidína se une a los filamentos de actina e inhibe su 
despolimerización, de modo que causaría que los fila- 
mentos detuviesen el treadmilling, pero permanecerían 
presentes y se harían mas largos. 

4. La ADF/cofilina se une a los filamentos de actina e incre- 
menta la disociación de tos monómeros de acttna. La pro 
fitina une actina /A DF y estimula el intercambio de ADP 
por ATP, formando monómeros de actina /ATP que pue- 
den unirse a los filamentos crecientes. El complejo 
Arp2/3 inicia la formación de ramificaciones. 


5. La banda l y la zona H se acortan durante la contracción. 
La banda A no se acorta porque está ocupada por fila- 
mentos de miosina gruesos. 

6. La contracción de las células de músculo liso está regula- 
da por la fosforilación de la cadena ligera reguladora de 
la miosina por parte de la quinasa de la cadena ligera de 
miosina, que a su vez está regulada por la asociación de 
la protema de unión a calcio calmodulina. Ün incremento 
en la concentración cítosólica de calcio da lugar a la 
unión de calmodulina a la quinasa de la cadena ligera de 
miosina, 

7. Los filamentos intermedios no son necesarios para el cre- 
cimiento celular en cultivo, de modo que el ARNsi contra 
vi men tina no tendría efecto. 

8. Los dímeros de los filamentos intermedios dtoesqueléti- 
cos se ensamblan de forma escalonada y antiparalela 
para formar tetrámeros, que pueden ensamblarse a conti- 
nuación de extremo a extremo para formar protoíílamen- 
tos. Puesto que se ensamblan a partir de tetrámeros anti- 
paratelos, los filamentos intermedios no poseen extremos 
diferentes y son a pola res, 

9. El movimiento Vi tro de los mierotúbulos requería ATP 

y era inhibido mediante el análogo de ATP no hidroliza- 
ble AMP-PNP. Así, los orgá nulos permanecieron unidos a 
los mierotúbulos en presencia de AMP-PNP, sugiriendo 
que las proteínas motoras responsables del movimiento 
de orgánulos también podrían estar unidas, 

10. Mediante la unión de dobletes de mierotúbulos presen- 
tes en los cilios, la nexina convierte el desplazamiento de 
los mierotúbulos individuales en un movimiento de fle- 
xión que desencadena el batido de los cilios. Si fuese eli- 
minado, los mierotúbulos simplemente se desplazarían 
entre sí, 

11. La colcemida inhibe la polimerización de mierotúbulos e 
inhibiría el transporte de las vesículas secretoras sobre los 
mierotúbulos, 

12. La y-tubulina juega un papel clave en la formación de 
centros organizadores de mierotúbulos. La y-tubulina se 
asocia con otras proteínas para formar el complejo del 
anillo de y-tubulina, que funciona como semilla para la 
nudeadún de nuevos mierotúbulos, 

CAPÍTULO 13 

1. A temperaturas elevadas, la estructura anular del coteste- 
rol inhibe el movimiento de los fosfolípídos en la bicapa, 
reduciendo así la fluidez de la membrana y aumentando 
la estabilidad. A bajas temperaturas, la estructura del co- 
testero! interfiere con las interacciones de la cadena de ios 
ácidos grasos y mantiene la fluidez de la membrana 

2. Las proteínas periféricas de membrana pueden retirarse 
de la membrana mediante un lavado fuerte en sales o me- 
diante soluciones con un pH extremo que afectan a la bi- 
capa fosfo lipidies. Las proteínas integrales de membrana 
sólo pueden extraerse de las membranas mediante deter- 
gentes que desorganizan la bicapa de fosfolípidos. 

3. Frye y Edidin fusionaron células de ratón y células hu- 
manas y examinaron la distribución de las proteínas de 
membrana después de marcarlas con anticuerpos an ti ra- 
tón y antihumano conjugados con sondas fluorescentes. 
Inmediatamente después de Ja fusión, las proteínas se lo- 
calizaban en mitades diferentes de la superficie celular 
fusionada, pero después de una breve incubación a 37 C 
las proteínas se entremezclaban. Esto demostraba que las 
proteínas podían difundir lateralmente en una membra- 
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na fluida. Si se incubaban a 2 °C , las proteínas permanecí- 
an separadas porque la membrana no es fluida a esta 
temperatura. 

4, Las balsas lip ¿dicas son dominios definidos de la mem- 
brana que están enriquecidos en coles terol y esfingolí pi- 
dos. Se cree que las balsas lipídicas juegan papeles im- 
portantes en e¡ movimiento celular, ía endocitosis y la 
señalización celular, 

5, El glicocáliz protege la superficie celular y está implicado 
en las interacciones célula-célula. 

6» Dado que Q/Q = lG r el potencial de equilibrio de K + cal- 
culado a partir de la ecuación de Nemst es de aproxima- 
damente -59mV. El potencial de membrana basa] difiere 
del de potencial de equilibrio del K' porque los axones de 
calamar en estado basal son más permeables al K h que a 
otros iones, 

7. La apertura de los receptores nicotínicos de acetilcolina 
es necesaria para la despolariza ti ón de la membrana en 
las células musculares. Asi, el curare bloquea la contrac- 
ción de las células musculares en respuesta a la acetí Ico- 
lina* 

B. El canal de 1C contiene un filtro selectivo revestido por 
átomos de carbón i] oxígeno, El poro tiene una apertura 
que justo permite el paso de iones K T deshidratados de 
los que todas las moléculas de agua han sido desplazadas 
como resultado de la asociación con los átomos de carbo- 
nil oxígeno. Los iones de Na" hidratados son demasiado 
pequeños para ínter accionar con los átomos de carbonil 
oxígeno y permanecen asociados con las moléculas de 
agua. Este complejo es demasiado grande para pasar por 
el poro del canal. 

9. La ingesta de glucosa en contra de su gradiente de con- 
centración está acoplada al transporte do iones Na T en la 
dirección energéticamente favorable. 

10. El gen mdr codifica para el transportador ABC que fre- 
cuentemente está sobreexpresado en células cancerosas. 
El transportador puede reconocer una diversidad de 
principios activos y bombearlos al exterior celular, confi- 
riéndole resistencia a los medicamentos quimioterapéu- 
tícos* 

11, La adición de un exceso de LDL no marcado redujo la 
unión del LDL marcado a la superficie de las células nor- 
males. Esto indicaba que el LDL marcado y no marcado, 
competían por un número limitado de sitios de unión en 
la superficie de células normales. 

12* Dos tipos de mutaciones en el receptor de LDL re- 
sultando en la incapacidad de ingerir LDL fueron identi- 
ficados en los pacientes de FH, Las células de la mayoría 
de los pacientes con FH no unían LDL, demostrando que 
un receptor específico era necesario para la ingesta. Otros 
receptores rentantes unían LDL, pero no se acumulaban 
en las invaginaciones, demostrando el papel de las inva- 
ginaciones revestidas en Ja endocitosis mediada por re- 
ceptores. 

CAPITULO 14 

L Las bacterias gra ni positivas poseen una sola membrana 
— la membrana plasmática — rodeada por una gruesa pa- 
red celular. Las bacterias gratn negativas tienen tanto una 
membrana plasmática y una membrana externa, separa- 
das por una fina pared celular. 

2. La pared celular vegetal rígida previene el hincha miento 
de las células y permite la acumulación de la presión de 
turgencia. 


3. Las hemicelulosas son polisacáridos ramificados que se 
unen mediante enlaces de hidrógeno a la superficie de las 
microfi brillas de celulosa. Esta interacción estabiliza las 
microfíbrillas de celulosa en fibras resistentes. 

4. La localización correcta de estos transportadores de glu- 
cosa es necesaria para la fundón polarizada de las célu- 
las epiteliales intestinales en la transferencia de glucosa 
desde el lumen intestinal hacia el torrente sanguíneo. 
Las uniones estrechas impiden la difusión de estos 
transportadores entre dominios de la membrana plas- 
mática, además de sellar los espacios entre células del 
epiteLio* 

5. La hidmxilisma estabiliza la triple hélice de colágeno me- 
diante la formación de enlaces de hidrógeno entre cade- 
nas polipeptídicas. La inhibición de la fisil hidroxilasa 
disminuiría, por lo tanto, la estabilidad de las fibrillas de 
colágeno* 

6. Los colágenos formad ores de fibrillas son sintetizados 
como precursores solubles conocidos como procoláge- 
nos. Los procolágenos poseen segmentos no helicoidales 
en sus extremos, que previenen eí ensamblaje de fibrillas. 
Sólo después de que el procolágeno sea secretado al exte- 
rior celular, los segmentos no helicoidales son eliminados 
y las fibrillas son ensambladas. 

7. Los GAG contienen residuos de azúcares acidices, que 
son modificados mediante la adición de grupos sulfates. 
Esto imparte una elevada carga negativa a los GAG, de 
modo que pueden unirse a iones de carga positiva v atra- 
par moléculas de agua de los geles hidratados. 

8. El péptido probablemente desorganiza las uniones estre- 
chas, permitiendo así la libre difusión del transportador 
entre los dominios apicales y ba solaterales de la membra- 
na plasmática. 

9* Puesto que las cadherínas E median la adhesión selectiva 
de las células epiteliales, la sobreexpresión de una ver- 
sión dominante negativa desorganizaría las interacciones 
entre células vecinas, 

10. El dominio citoplásmico de la mtegrina c*3 4 es necesario 
para su interacción con el cítoesqueleto de filamentos 
intermedios a través de Ja plectina. La mutación, por lo 
tanto, desorganizaría la formación del hemidesmosoma v 
desencadenaría un descenso de la interacción célula- 
matriz, 

11. Las sinapsis eléctricas están especializadas en tas uniones 
gap que se encuentran en las células nerviosas. Permiten 
el paso rápido de iones entre células, conduciendo asi el 
impulso nervioso. 

12. Las uniones güp y los plasmudesmas son similares en que 
ambos proporcionan canales entre los citoplasmas de cé- 
lulas adyacentes. Probablemente sean análogos en lugar 
de estructuras homologas entre animales y plantas, pues- 
to que sus estructures son extremadamente distintas. 

CAPITULO 15 

1. En ]a señalización paracrína, las moléculas liberadas por 
una o unas pocas células afectan a las células cercanas. En 
ía señalización endocrina, las hormonas son transporta- 
das por el cuerpo para actuar sobre una célula diana que 
tiene un receptor para esa hormona. 

2* Las moléculas hidrofóbicas como las hormonas esteroi- 
deas pueden difundir a través de la membrana plasmáti- 
ca y se unen a receptores citosóticos o nucleares. Las mo- 
léculas hidrof ñicas (como las hormonas peptídicas) no 
pueden cruzar la membrana plasmática, de modo que ao 
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túan uniéndose a receptores presentes en la superficie ce- 
lular, 

3. La aspirina inhibe a la enzima ridooxigenasa, que catali- 
za el primer paso de la síntesis de pro staglan dinas y 
tromboxanos a partir del ácido araquídórúco, 

-L La inhibición de la AMPc fosfodiesterasa dará lugar a un 
nivel elevado de AMPc, que estimulará la proliferación 
celular. 

5. La molécula recombínante funcionaría como un receptor 
de epinefrína acoplado a G t . La epínefrina, por tanto, in- 
hibiría Ja adenilil riclasa, disminuyendo ios niveles de 
AMPc intracelulares. La acetilcolina no tendría efecto, 
puesto que no uniría al receptor recombínante. 

6. Los monómeros de PDGF no inducirán la dlmerización 
del receptor. Puesto que esto es el primer paso en la seña- 
lización de las proteína-tirosina quinabas receptoras, los 
mono meros no serán capaces de activar el receptor de 

FDGF. 

7. El receptor truncado actuaría como un imitante domi- 
nante negativo porque dimerizaría con el receptor nor- 
mal. Los dímeros serían inactivos porque serían incapa- 
ces de llevar a cabo la fosforilación cruzada, 

S. La proteína fosf atasa 1 defosforíla residuos de serina que 
son fosforilados por la proteína quinasa A. Los genes in- 
ducidles por AMP cíclico son activados por CREB, que es 
fosforita do por la proteína quinasa A, de modo que la so- 
breexpresíón de proteína fosfatasa !, inhibiría su induc- 
ción. Sin embargo. Ja proteína fosfatasa 1 no afectaría a la 
actividad de canales controlados por la unión de AMP cí- 
clico, puesto que estos canales son abiertos directamente 
mediante la unión de AMPc en lugar de mediante fosfori- 
lación proteica. 

9. Akt fosforita la proteína quinasa GSK-3 que regula la tra- 
ducción del factor eIF2B, Además, Akt regula la proteína 
quinasa mTOR/ raptor, que regula la traducción median- 
te la fosforilación de la S6 quinasa y ta proteína de unión 
a eLF4E, 4E-BP1. 

10. Sos es necesario para la activación de Ras r de modo que 
ARNsi frente a Sos inhibiría la inducción del gen tempra- 
no inmediato, 

11. Las JAK tosfo rilan y activan las STAT en respuesta a la se- 
ñalización por citoq ulnas. La expresión de un dominante 
negativo de JAK inhibiría la activación de STAT y blo- 
quearía la inducción géníca. 

12. La mutación probablemente altera el sitio de ubi qu ilina- 
ción de la (J-catenina, desencadenando su estabilización y 
acumulación nuclear. En el núcleo la (J-catenina forma un 
complejo con los Factores de transcripción Tcf e induce la 
expresión génica. 

CAPÍTULO 16 

1, Las células en G () y G : poseen ta misma cantidad de ADN 
(2 ti) y ambas son metabólica mente activas. Las células en 
G„ difieren de tas células en G, en que permanecen en un 
estado inactivo y no prol iteran a no ser que sean estimu- 
ladas para retomar el ciclo celular. 

2. El porcentaje de células en un estadio especificó del ciclo 
celular puede emplearse para calcular ta duración de esa 
fase. Puesto que la célula tarda 3U horas en completar to- 
das las fases y el 53,3% de todas las células tienen un con- 
tenido de ADN de 2n (células G T ), la duración de C } es de 
] ó horas (53,3% de 30 horas). Las células en la fase S tie- 
nen contenidos de ADN de entre 2n y 4u: estos corres- 
ponden aí 30% dé las células, de modo que 1a duración de 


S es de 9 hor&$ 0 > r ¿t- s se» ^ cubéétu- 

do de ADN de 4 n, tvntspcnÍBMe 2 oíbk s b& fase 
G 2 y M , Puesto que el 3 de íüfr- i. ■_ i. a «j 
fase M, el 13,4% están en ■_ L* KxsitGopvfe 
tanto de 4 horas, y la de M es . - 

3. La detención del ciclo celular * k - pvfta»4MHMP)E¡i 
y 5 permite tiempo para que e; Al ' s -ir n 

do antes de ser replicado. La cL tt - - d 

control de Gn permite tiempo par: a- rr 

ADN u otros daños sean reparados ; - se re- 
duzca la mitosis, impidiendo que el A D\ i 

las células hijas. 

4. Las Cdk están reguladas por cuatro mecani r" > 

tes; la asociación con las delinas, la activación por : - . 
lación, tas fosforilaciones inhibitorias, y ta asociación 
los inhibidores de Cdk. 

5. Una célula hija recibiría dos copias del cromosoma ma ¡ 
alineado, i a otra célula hija no recibiría ninguna. 

b. El complejo Cdk7/ddina H es una quinasa activa dora de 
Cdk que también es necesaria para la iniciación de Ja 
transcripción por ARN polimerasa TI, Así, la inhibición de 
Cdk7 desencadenaría ta detendón del ciclo celular y Ea 
inhibición de Ja transcripción. 

7. En una célula normal, la sobreexpresión de pió inhibiría 
la progresión del ciclo celular en el punto de restricción 
de G|. Puesto que I<b es ta principal diana de los comple- 
jos Cdk4, ó/delína D, una célula turnara! que carezca de 
un Rb funcional no se vería afectada por la sobreexpre- 
sión de pió. 

8. La fosforilación de las lamininas nucleares es necesaria 
para ta degradación de ta lámina nuclear. La expresión de 
lamininas mulantes carecientes de un sitio de fosforila- 
ción por Cdkl prevendría ta degradación de 1a envuelta 
nuclear. 

9. Cdkl/ciclina B fosforita varias proteínas estructurales 
directamente para alterar sus propiedades e iniciar ta 
mitosis. Entre ellas se encuentran las condensólas, tas 
lamininas nucleares, tas proteínas de ta matriz del Col- 
gó v las proteínas asociadas a los microtúbulos, Adi- 
cionalmente, Cdkl/ciclina B activa otras proteínas qui- 
nases. 

10. La a na fase se iniciaría de forma normal. Sin embargo, 
Cdkl/ciclina B permanecería activo, de modo que la re- 
formación de los núcleos, la descondensación c rom osó- 
mica y la citocinesis no tendría lugar. 

11. El complejo promotor de la anafase degrada ta ser urina, 
desencadenando ta activación de ta pro tea sa sepa rasa. 
La separasa a continuación degrada las cobesinas, rom- 
piendo la unión entre tas croma tid as hermanas. 

12. Los oocitos de estos ratones no se detendrían en !a meta- 
lase IL 

13. 1.a unión del primer espermatozoide a su receptor libera 
caldo en el interior del óvulo, probablemente como resul- 
tado de la escisión de PIP : para liberar 1P-, lo que abre los 
canales de Ca JJ dependientes de IPn en el RE. Este caldo 
induce la exocitosis de Jos gránulas secretores cuyo con- 
tenido altera la envuelta extracelular del óvulo para blo- 
quear ta entrada de más espermatozoides. 

CAPÍTULO 17 

1. Las células apoptóticas son eliminadas eficientemente de 
los tejidos mediante fagocitosis, mientras que tas células 
que mueren por lesiones agudas liberan su contenido al 
espacio extraed u lar y causan inflamación. 
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2. Las caspasas son sintetizadas como precursores inactivos 
] argos que se activan en complejos (p. ej., el apoptosoma) 
o convertidos en enzimas activas mediante escisión pro- 
teoh'tica. Adicionalmente, las células contienen ÍAF que 
se asocian con las caspasas para inhibir su actividad. 

3. La escisión de las la mininas por parte de las caspasas es 
necesaria para la fragmentación nuclear durante la apop- 
tosis. Las lamininas mutadas no serán escindidas por las 
caspasas, y su expresión bloqueará Ja fragmentación 
nuclear 

4 , Los m i embros proapop tóticos mu ! tid om i nio de la fam i J ia 
Bcl-2 inducen apoptosis estimulando la liberación del d- 
tocromo c desde las mítocondrias, lo que desencadena la 
activación de las caspasas. La actividad de las proteínas 
proapoptótlcas multidominio está regulada por los 
miembros antiapoptóticos y solo-BH3 de la familia Bd-2. 

5, La activación de p53 en respuesta al ADN lesionado des- 
encadena la expresión de sus genes diana, que incluyen 
el inhibidor de Cdk p21 y los miembros solo-BH3 de la 
familia Bd-2 PUMA y Noxa. p21 induce la detención del 
ciclo celular y los miembros solo-BH3 de la familia Bcl-2 
inducen la apoptosis. 

6* Eí Bad mutante no se mantendría en el estado activo por 
acción de la protema 14-3-3, de modo que actuará indu- 
ciendo la apoptosis* 

7* Las proteínas 14—3-3 secuestran proteínas proapoptótlcas, 
como los factores de transcripción Bad y FOXO, en un es- 
tado inactivo. Las células que expresan ARNsi contra 
proteínas 14-3-3, tendrán por lo tanto una tasa incremen- 
tada de apoptosis, 

8. La caspa sa-8 es la caspasa iniciadora por debajo de Jos re- 
ceptores de TNF, de modo que las células con la caspasa- 
8 inactiva no sufrirán apoptosis tras el tratamiento con 
TNR Así, la terapia con TNF no sería efectiva para este 
paciente. 

9. Ced-3 es la única caspasa de C etegans. Su mutación des- 
encadena la supervivencia de todas las células que nor- 
malmente morirían por apoptosis d urante el desarrollo, y 
el ARNi contra Ced-3 tendría el mismo efecto. 

10. El polipéptido provocará la liberación del ritoeromo c por 
las mitocondrjas e inducirá la apoptosis de las células tra- 
tadas. 

11. Los tejidos contienen células madre y retienen Ja capaci- 
dad de proliferar y reemplazar las células diferenciadas* 

12. La característica crítica de las células madre es su capaci- 
dad de autor renovación. Se dividen para producir una 
célula hija que sigue siendo una célula madre y una célu- 
la hija que se divide y se diferencia. 

13. Las células madre embrionarias son más fáciles de aislar 
y cultivar y son capaces de generar todos los tipos celula- 
res diferenciados presentes en un organismo adulto. 

CAPÍTULO 18 

1, Los tumores benignos permanecen confinados en su io- 
calización original, mientras que los tumores malignos 
pueden invadir los tejidos normales de alrededor y me- 
tasta tizar a otras partes del cuerpo, 

2* A medida que un tumor progresa, las mutaciones ocu- 
rren en las células que forman parte de la población tu- 
moral. Algunas de estas mutaciones confieren una venta- 
ja selectiva a las células en Jas que ocurren, y les permiten 
crecer más que las otras células del tumor. Este proceso se 


denomina selección clonal, y desencadena el desarrollo 
continuado de tumores de crecimiento cada vez más rá- 
pido y más malignos. 

3. Los estro gen os actúan como promotores de tumores 
aumentando la proliferación de células que responden a 
estrógenos como las células mamarias y endometriaJes. 

4, La estimulación autocrina del crecimiento es un sistema 
de retroa limen tación positiva en el que las células tumo- 
rales producen factores de crecimiento que estimulan su 
propia proliferación. 

5* Las células cancerosas son menos adhesivas que las célu- 
las normales y no están tan estrechamente reguladas me- 
diante interacciones célula -célula y célula -matriz. Adido- 
nal mente, las células cancerosas secretan proteasas que 
degradan los componentes de la matriz extra celular, faci- 
litando la invasión de los tejidos adyacentes. Finalmente, 
las células cancerosas secretan factores angiogénicos que 
estimulan la formación de nuevos vasos sanguíneos que 
suministran a los tumores con oxígeno y nutrientes que 
facilitan las metástasis y perdiendo a las células cancero- 
sas un acceso más fácil al sistema circulatorio. 

6. E<3 ínteraedona con p53 pero no con Rb, para que no in- 
duzca transformación en combinación con el antígeno T 
mutante. Sin embargo, E7 se une e inactiva a Rb, de modo 
que inducirá ia transformación en conjunción con el anij- 
geno T mutante. 

7. Los pacientes de SIDA están inmunodeprimidos y son, 
por lo tanto, susceptibles a la infección por virus onto- 
génicos* 

E. Un proto-oncogén puede ser expresado a niveles aní - 
malos o en tipos celulares anómalos. Estos cambios en la 
expresión pueden convertir un proto-oncogén en un ore 
cogen a pesar de que se produzca una proteína estructi:- 
raímente normal. Un proto-oncogén puede ser activado 
de este modo mediante una translocación que lo pone 
bajo el control de un promotor activo o mediante fenóme- 
nos de amplificación génica. 

9. LNK4 codifica el inhibidor pió de Cdk, que inhibe los 
complejos Cdk4, ó/cidina D. Dado que la fosforilación 
de Rb es la principal diana de Cdk4, 6 /delina D, la sobre- 
expresión de pió no tendrá ningún efecto en aquellas cé- 
lulas en las que Rb haya sido inactivada. 

10. p53 es necesario para ía detención del ciclo celular y La 
apoptosis en respuesta al ADN lesionado inducido me- 
diante la radiación ion izante. Así, los tumores con gen*.-? 
de p53 silvestres serán más sensibles a la radiación. 

11. ímatinib es un inhibidor especifico de la proteína quina-i 
Bcr/Abl expresada en las células de leucemia mieloide 
crónica. La inhibición de Bcr/Abl bloquea la prolifera- 
ción de estas células tumorales. La resistencia a imatinib 
es causada la mayoría de las veces por mutaciones en 
Bcr/Abl que impiden la unión del principio activo* 

12- Se cree que la proliferación y supervivencia de las células 
tumorales se hace dependiente de los oncogenes actr. : 
dos, a la vez que otras vías de señalización cobran una 
importancia secundaría. Esta dependencia por las célula» 
tumorales de los oncogenes activados se ha denominad 
adicción oncogénica. Sugiere que principios activos fren- 
te a un oncogén activado se dirigirían selectivamente 
contra las células tumorales, mientras que las células nor- 
males serían capaces de compensar empleando vías de 
señalización alternativas. 
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j bl Froto-oncogén que codifica una pro teína -tiros) na qiimasa y 
que es activado por la translocación cromosómica en la leuce- 
mia míeioide crónica. 

¿estilación de historias Modificación de historias por la adición 
de grupos a c etilo a residuos específicos de Usina, 
jci do a b se í sito Hormona vegetal. 

acido desoxí ribonucleico (ADN) Material genético de la célula, 
acido retín oleo Molécula señalizadora sintetizada a partir de la 
vitamina A, 

liúdo ribonucleico (ARNl Polímero de ribonucleótidos. 
addo graso Cadena larga hidnxarbonada generalmente unida a 
un grupo carboxílico (COQ). 

ácidos nucleicos anüsentido Acido nucleico (ARN o ADN) que 
son complementarios a un ARNrn de interés y emplean para 
bloquear la expresión génica. 

acopiamiento qui mi osmótico Generación de ATI 3 a partir de la 
energía almacenada en un gradiente protónico a través de una 
membrana. 

a clin a Froteína abundante de 43 -kd que poiimeriza para formar 
filamentos del dtoesqueleío. 

actina |F| filamentosa Monómeros de actina polimerizados en fi- 
lamentos. 

actina [G| globular Monómeros de actina que no han sido en- 
samblados en filamentos. 

-actinina Proteína de unión a la actina que entrelaza los fila- 
mentos de actina para formar haces contráctiles, 
activador transcrrpcimial Factor de transcripción que estimulan 
a la misma. 

acuaporina. Pro teína de canal a través de la cual el agua atravie- 
sa la membrana plasmática con gran rapidez 
adaptína Proteína de unión a receptores de membrana que me- 
dia en la formación de vesículas revestidas por da trina, 
adenina Purina que se empareja tanto con timina como con ufa- 
dlo. 

adcmljLo ticiasa Enzima que cataliza la formación de AMP cícli- 
co a partir de ATP. 

adenoma Tumor benigno que aparece en el epitelio glandular. 
Adenovirus. Virus tumoral de ADN muy conocido. 
ADFVcofílma Familia de proteínas de unión a la actina que des- 
ensamblan los filamentos de actina. 
adhesión focal Sitio de unión de las células a la matriz extracelu- 
lar en el que las integrinas se unen a haces de filamentos de ac- 
tina. 


adicción ontogénica La dependencia de las células cancerosas 
de la actividad continuada de lo* oncogenés. 

ADN complementario (ADNe) Molécula de ADN que es com- 
plementaria a una molécula de ARNin, sintetizada m mfra por 
la transcriptas^ inversa. 

ADN glicosilasa Enzima de reparación del ADN que corta la 
unión de una purina o pirimidina a la desoxirribosa del esque- 
leto de una molécula de ADN. 

ADN ligas a Enzima que sella roturas en las hebras de ADN. 

ADN polímerasa Enzima que cataliza la síntesis de ADN. 

ADN satélite ADN de secuencia sencilla repetitiva con una gran 
densidad que difiere de la mayoría del ADN genómico. 

ADNc Molécula de ADN que es complementaria a una molécu- 
la de ARNm y es sintetizada en vitro por La transcriptasa in- 
versa. 

aislante Una secuencia que divide la crómatina en dominios in- 
dependientes y previene que un enhsmcer o po Rodador actué 
sobre un promotor de un dominio separado. 

Akt Proteína-serina/treonma quínasa que se activa por PIP 1 y 
que desempeña un papel clave en la señalizadón de la su per- 
viven da celular, 

alelo Copia de un gen, 

almidón Polímero de restos de glucosa que es la principal reser- 
va de carbohidratos en las plantas. 

a mil aplasto Plástído que almacena almidón. 

aminoácido Bloques de construcción m onuméricos de las proteí- 
nas que constan de un átomo de carbono unido a un grupo car- 
boxílíco, a un grupo amino, a un átomo de hidrógeno y a una 
cadena lateral específica. 

aminoacil ARNt sintetasa Enzima que une un aminoácido espe- 
cífico a una molécula de ARNt que porta La secuencia correcta 
anticodón. 

AMP cíclico (AMPO Adenosina monofosfato en la que el grupo 
fosfato está unido con enlace envalente a los átomos de carbo- 
no 3' y 5\ formando una estructura cíclica; importante segun- 
do mensajero en la respuesta de las células a una variedad de 
hormonas. 

AMPc fus fod i este rasa Enzima que degrada el AMP cíclico. 

amplificación génica Aumento en el número de copias de un 
gen como resultado de una replkación repetida de una región 
de ADN. 

ana fase Fase de la mitosis durante la cual las croma tidas herma- 
nas se separan y migran a polos opuestos del huso. 
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anafase A Movimiento de los cromosomas hijos hacia los polos 
de! huso durante la mitosis, 

a na fase B Separación de los polos del huso durante la mitosis. 
anclaje de glicosilfosfatidilinositol íGPl) Glicolípidos que con- 
tienen fosfatidilinositol y que andan proteínas a la cara extema 
de Ja membrana plasmática. 

antipática Molécula que posee tanto regiones hidrofílícas como 
hidiofóbícas, 

angiogénesis Formación de nuevos vasos sanguíneos, 
anillo contráctil Estructura de actína y miosina lí que se forma 
por debajo de la membrana plasmática durante Ja mitosis y 
media la dtocínesis. 

anquí riña Proteína que une espectrína y conecta el dtoesqueleto 
de a dina con Ja membrana plasmática, 
antirodnn Secuencia nucleotídira del ARN de transferencia que 
forma pares de bases complementarios con una secuencia eo- 
don del ARN mensajero, 

anticuerpo Protema producida por los linfocitos B que se une a 
una molécula no propia, 

anticuerpo monoclonai Anticuerpo producido por una línea clo- 
na! de linfocitos B. 

a n tí gen o Molécula contra la que se dirige el anticuerpo, 
antiporte Transporte de dos moléculas en direcciones opuestas a 
través de la membrana. 

aparato de Golgi Orgánulo citoplasmátíco implicado en el pro- 
cesa miento y clasificación de proteínas y lípidos. En células ve- 
getales, es también el lugar de síntesis de los poíisacáridos de 
la pared celular, 

apuptosis Proceso activo de muerte celular programada, caracte- 
rizado por la rotura del ADN crornosómico, la condensación 
de Ja cromatina y 9a fragmentación tanto del núcleo como de 3a 
célula, 

apoptosoma Complejo proteico en el que se activa la caspa sa -9 
para iniciar la apoptosis tras la liberación del citocromo c de las 
mitocondrias. 

Arabtdopsis thaliana Planta pequeña, con floración, empleada 
como modelo en biología molecular vegetal y en biología del 
desarrollo vegetal. 

ARF Proteína de fijación del GTP necesaria para la gemación de 
vesículas desde la red del hvms-Golgi. 

ARN de transferencia tARNt) Molécula de ARN que actúan 
como adaptadores entre los aminoácidos y el ARNm durante 
la síntesis proteica. 

ARN mensajero (ARNm) Molécula de ARN que sirve como 
molde para la síntesis proteica. 

ARN pequeño de interferencia (ARNsi) ARN bicatenario no 
codificante corto que actúa en la vía de interferencia del 
ARN. 

ARN pequeño nuclear (ARNsnl ARN nuclear que varían en ta- 
maño desde las 50 a las 200 bases. 

ARN pequeño nucleolares ÍARNsno) ARN pequeño presente 
en el nucléolo que funcionan en el procesamiento de pre- 
ÁRNr. 

ARN poli me rasa Enzima que cataliza la síntesis del ARN. 

ARN ribos o mal (ARNr) ARN componente de los ribosomas. 
ARN de 5RP Componente cito plásmico pequeño de ARN de la 
SRP. 

arqueobacteria Uno de los dos grupos principales de procario- 
tas; muchas especies de arqueobacterias viven en condiciones 
extremas similares a aquellas que existían en los orígenes de la 
tierra. 

fj-arrestína Una proteína reguladora que termina la señalización 
desde los receptores acoplados a proteínas G, además de esti- 
mular otras vías de señalización corriente abajo. 

ATM Una proteína quinasa que reconoce el ADN lesionado v 
desencadena la detención del ciclo celular. 

ATP íadervüsina 5 r -trifosfato) Núcleos ido trifosfato compuesto 
por adenina que sirve de almacén de energía libre en ]a cé- 
lula. 


ATP si ti teta sa Complejo proteico asociado a la membrana que 
acopla el transporte de protones, energéticamente favorable, a 
través de una membrana, a la síntesis de ATP. 

ATPasa Na^-K' Véase bomba Na -K , 

ATR Una pro teína quinase semejante a ATR que desencadena la 
detención del ciclo celular en respuesta al ADN lesionado. 

aurora quinase Una familia de proteínas quinabas implicada en 
la formación del huso mito tico, la función del cínetócoro y la 
citocinesis. 

autofagosoma Vesícula que contiene organillos internos encerra- 
dos por fragmentos de membranas citoplasm áticas que se fu- 
siona con los I i sosomas. 

auto fosforilación Una reacción en la que una proteína quina&a 
cataliza su propia fosforilación, 

a uto la gis Degradación de proteínas citoplasmáticas v organillos 
al ser englobadas en vesículas ritoplasmátkas que se fusionan 
con lisosomas. 

a uto ¡'radiografía Detección de moléculas marcadas radioisotópi- 
c a mente por exposición a una película de rayos X. 

auxilia Hormona vegetal que controla muchos aspectos del des- 
arrollo de la planta. 

axonema Estructura fundamental de cilios y flagelos compuesta 
por un par central de microtühulos rodeado por nueve doble- 
tes de mícrotúbulos, 

bacteriófago Virus bacteriano. 

baoilovims Virus empleado frecuentemente como vector de ex- 
presión para la producción de proteínas eucarióticas en células 
de insecto, 

balsa lipidies Dominio discreto de la membrana plasmática for- 
mado por agrupación de moléculas de colesterol y esfingoli- 
pidos. 

barril-f) Dominio trans membrana formado por el plega mí cun- 
de láminas en una estructura con forma de barril. 

Bel -2 Miembro de la familia de proteínas que regulan la muerte 
celular programada. 

biblioteca de ADN tecombinante Colección de clones de ADN, 
o genómico. 

biblioteca de ADNc Colección de clones recombinantes de 
ADNr. 

biblioteca genúmica Colección de dones de ADN re combinante 
que, de forma colectiva, contienen el g enorna de un organis- 
mo, 

bicapa fosfolipídica Estructura básica de las membranas bioló- 
gicas, donde las colas hidrofóbicas de los fosf olí pidos están in- 
mersas en el interior de la membrana, y sus grupos polares se 
exponen a la solución acuosa a ambos lados de dicha membra- 
na. 

bioín forma tica Uso de métodos computadora ales para analizar 
grandes cantidades de datos biológicos, como las secuencias 
genómicas. 

biología de sistemas Un nuevo campo de la biología en el que 
los enfoques; experimentales a gran escala se combinan con el 
análisis cuantitativo y la modelación para el estudio de los sis- 
temas biológicos complejos. 

bomba de Na^-K’ Bomba iónica que transporta Na" fuera de 
célula y K" dentro de la célula. 

bomba iónica Proteína que acopla la hidrólisis de ATP al trans- 
porte de iones a través de una membrana. 

borde en cepillo Superficie de una célula (p, ej„ una célula epite- 
lial del intestino) que contiene una capa de micro vellosidades. 

brasinosteroide Hormona estero! díca de plantas. 

cadena de transporte electrónico Serie de transportadores me- 
diante los cuales los electrones se transportan desde un estado 
de energía superior a uno inferior. 

cad herirías Molécula de adhesión celular que forma uniones en- 
tables célula -célula en las uniones adhe rentes y en los desmo- 
somas. 
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Caenorhabditis elegans Nema todo empleado como modelo plu- 
ricelular sencillo en biología del desarrollo, 
caja TATA Secuencia reguladora de ADN encontrada en los pro- 
motores de muchos genes eucariótícos transcritos por la ARN 
polimerasa II. 

callo Masa indiferenriada de células vegetales en cultivo. 

CaM quínasa Miembro de una familia de proteína quinases que 
se activan por la unión de Ca^/calmodulina. 
canal activado por ligando Canal iónico que se abren en respues- 
ta a la unión de moléculas señalizadoras, 
canal iónico Proteina que interviene en el tránsito rápido de io- 
nes a través de una membrana, mediante la formación de po- 
ros abiertos a través de la ble apa fosfoltpidka. 
canales activados por voltaje Canal iónico que se abren en res- 
puesta a variaciones en el potencial eléctrico, 
cfllirtodulína Proteina de fijación de] caldo, 
cáncer Tumor maligno. 

caperuza dé 5 f metilguanosina Estructura constituida por GTP y 
azúcares metí lados que se añade al extremo ñí r de los ARJMm de 
los eucariotas. 

carbohidrato Molécula de fórmula (CH ; 0) rt , Los carbohidratos 
incluyen, tanto azúcares simples, como polisacáridos. 
carcinógeno Agente inductor de cáncer, 
carcinoma Cáncer de células epiteliales. 

tardiolipina Posto) ípido que contiene cuatro cadenas hidrocar- 
bonadas. 

carioferina Receptor de transporte nuclear, 
caspas as Miembro de una familia de proteasas que ocasionan la 
muerte celular programada. 

caleiú na Grupo de proteínas citoplasma ticas (como Cü-ca tonina y 
(S-catenina) que unen los filamentos de actína con cadhermas 
en las uniones adhe rentes.. 

cata! asa Enzima que descompone peróxido de hidrógeno, 
caveolas Pequeñas invaginaciones de la membrana plasmática 
que pueden estar implicadas en la endodtosis. 
caven! i na Una proteina que interacciona con las balsas lipidicas 
y forma las caveolas. 

CCVD2 El gen que codifica para la ciclma Di, que es un oncogén 
en una div ersidad de cánceres humanos, 

Cdc42 Miembro de la subfamilia Rho de proteínas de unión al 
GTP de bajo peso molecular, 

Cdk Miembro de una familia de proteina quinasas dependiente 
de cicÜnas que controlan el ciclo celular en la célula eucarió- 
tica. 

Cdk3 Pro toma -ser ina/treunina quinasa, que es un regulador cla- 
ve de la mitosis en tas células eucariotas, 

Cdks Proteína quinasas ciclina dependientes que controlan el cí- 
elo celular de las eucariotas. Véase también Cdkl. 
célula de esrierénquima Tipo de célula vegetal caracterizadas 
por gruesas paredes celulares que proporcionan apoyo estruc- 
tural a la planta. 

célula madre Célula que se divide para dar lugar a células hijas 
que pueden diferenciarse o permanecer como células madre, 
célula parenquimátka Clase de célula vegetal responsable de Ja 
mayoría de las actividades metabólicas, 
célula procariótica Célula que canece de una envoltura nuclear y 
organillos citoplasma ticos (bacteria) 
células epidérmicas Tipo de célula que forma una capa protecto- 
ra en las superficies de plantas y animales, 
células epiteliales Tipo de célula que forma de láminas (tejido 
epitelial) que recubren la superficie del cuerpo y delimitan los 
órganos internos. 

céluía encanuta Célula dotada de una envoltura nuclear, orgá- 
nulos citoplasma ticos y cromosomas lineales, 
células madre embrionarias IES) Células cultivadas a partir de 
embriones tempranos. 

célula madre totipotencial inducida Célula somática adulta que 
se reprograma en cultivo celular para comportarse como una 
célula madre embrionaria. 


celulosa Principal componente estructural de la pared celular ve- 
getal, polímero lineal de restos de glucosa unidos mediante en- 
laces gJ i eos id icos J3( 1 o4), 

celulosa sin tasa Enzima que cataliza la síntesis de celulosa. 
CENP-A Véase H3 centromérica 

centrifugación de velocidad Separación de partículas basadas 
en sus tasas de sedimentación. 

centrifugación diferencial Método empleado para separar los 
componentes de las células en base a su tamaño y densidad, 
centrifugación por equilibrio Separación de partículas en fun- 
ción de la densidad, mediante centrifugación, hasta el equili- 
brio en un gradiente de una sustancia densa, 
centrifugación por gradiente de densidad Método de separa- 
ción de partículas por centrifugación a través de gradiente de 
una sustancia densa, como sacarosa o cloruro de cesiü. 
centriolo Estructura cilindrica consistente en nueve tripletes de 
mkrotúbulos en los eentrosomas de la mayoría de las células 
animales, 

centro activo Región de una enzima que une sustratos y cataliza 
una reacción enzim ática, 

centro de organización de mícrotübulos Punto de anclaje cerca 
del centro de la célula desde donde la mayoría de los mkrotú- 
bulos se extienden hacia fuera. 

centrómero Región del cromosoma especializada que conecta las 
croma ti das hermanas y las fija al huso mito tico, 
centrosoma Centro de organización mkrotubular en células ani- 
males. 

chapetona Proteina que facilita el correcto pliegue o ensamblaje 
de otras proteínas. 

chape ron in a Familia de proteínas de choque térmico dentro de 
las cuales se produce el pliegue proteico, 
clanobacteria Procariota.s mayores y más complejos en los cuales 
se cree que evolucionó la fotosíntesis, 
c telina Miembro de una familia de proteínas que regulan la acti- 
vidad de Cdks y controlan la progresión a través del ciclo celu- 
lar. 

ciclina G, iClnl Ciclina de levadura que controlan el paso a tra- 
vés de STAR!, 

cirio de Calvin Serie de reacciones mediante Jas cuales seis molé- 
culas de CG : se transforman en glucosa, 
cirio de Krebs Ver cirio de ácido cítrico. 

cirio del ácido cítrico Serie de reacciones en las cuales el acetil 
CoAse oxida a GCN, Ruta central del metabolismo oxídativo. 
cirio del gl i ox Hato Conversión de ácidos grasos a carbohidratos 
en vegetales, 

cilio Proyección de la membrana plasmática, constituida por mi- 
crotúbulos, que mueve a la célula a través de fluidos o al fluido 
sobre la célula, 

cine toe oro Estructura especializada constituida por proteínas su- 
jetas a un centrómero y que interviene en la fijación y movi- 
miento de los cromosomas a lo largo del huso mí fótico, 
cinturón de adhesión Estructura con forma de cinturón en tomo 
a las células epiteliales, en las que un haz contráctil de filamen- 
tos de a crin a está asociado a 3 a membrana plasmática, 
citocalasina Fármaco que bloquea la elongación de los filamen- 
tos de actina, 

citodnesis División de una célula tras la mitosis o meiosis, 
citocromo c Una proteina periférica de la membrana mitocon- 
drial que transporta electrones durante la fosforilación oxida- 
riva. 

citocromo oxidasa Complejo proteico de la cadena de transporte 
electrónico que acepta electrones desde el citocromo c y los 
transfiere al Q. . 

citoesqueleto Red de filamentos proteicos que se extiende a tra- 
vés del citoplasma de las células eucariotas. Proporciona el ar- 
mazón estructural de la célula y es responsable de los movi- 
mientos celulares, 

diámetro de flujo Instrumento que mide la intensidad de la 
fluorescencia de células individuales. 
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citoquina Factor de crecimiento que interviene en i a reculación 
de las células sanguíneas y los linfocitos, 
c ¡toqui ni na Hormona vegetal que regula la división celular, 
c i tosma Pirimidina que se empareja con guanina, 
da trina Proteína que reviste la superficie citoplasma tica de las 
membranas celulares, se ensambla en celosías en forma de ces- 
ta y dirige la formación de vesículas, 
don molecular Véase molécula recombinante, 
donación molecular inserción de un fragmento de AUN! de inte- 
rés en una molécula de ADN ( vector) que es capaz de replica- 
don independiente en una célula huésped, 
donación reproductiva Empleo de la transferencia nuclear para 
crear un organismo clonado. 

donación terapéutica Procedimiento en el que la transferencia 
nuclear en oodtos podría utilizarse para producir células ma- 
dre embrionarias para su uso en la terapia de trasplante, 
clorofila Pigmento fotos int ético principal de células vegetales, 
cloioplasto Organillo responsable de la fotosíntesis en las células 
de plantas y algas verdes. 

c-myc Protooncogén que codifica un tactor de transcripción y 
frecuentemente es activado por Ja translocadón c rom osó mica 
o la amplificación génica en tumores humanos, 
coactivador Proteína que ínter acciona con un factor de transcrip- 
ción para estimular la transcripción 
código de historias Combinaciones de modificaciones específi- 
cas de las bis tonas que se cree que regulan la actividad trans- 
cripcional do la croma tina. 

código genético Correspondencia entre tripletos de nucleótidos 
y aminoácidos en las proteínas. 

codón Unidad básica del código genético; uno de los 64 tripletos 
de nucleótidos que codifican un aminoácido o una secuencia 
de terminación, 

coenzima Moléculas orgánicas de bajo peso molecular que cola- 
boran con las enzimas en la catálisis de las reacciones bioló- 
gicas, 

coenzima A (CoA) Coenzíma que actúa como transportador de 
grupos ace ti lo en reacciones meta bol leas, 
coenzima Q Pequeña molécula íiposoluble que transporta elec- 
trones entre complejos proteicos en la cadena de transporte 
electrónico mitocondrial. 

cohesinas Proteína que mantiene la conexión entre croma tidas 
hermanas. 

cola de poli -A Extensión de aproximadamente 200 nucleótidos 
de adenina que se añade a los extremos T de los ARNm enea- 
riotas, 

colágeno Principal proteína estructural de la matriz extracelular, 
eolcemida Fármaco que inhibe la polimerización de micro tú- 
bulos, 

col cfii ciña Fármaco que inhibe la polimerización de microtú- 
bulos. 

colénquima Células vegetales caracterizadas por gruesas pare- 
des celulares; proporcionan apoyo estructural ít la planta, 
colesterol Ltpido constituido por cuatro anillos lúdrocarbo na- 
dos. El co testero I es el principal constituyente de las membra- 
nas plasmáticas de células animales y es el precursor de hor- 
monas esteroideas. 

complejo ARF 2/3 Complejo proteico que se une a los filamentos 
de actina e inida la formación de ramificaciones, 
complejo de anillo de y- tub ul i na Un complejo proteico que nu- 
cida la formacón de microtúbulos. 

Complejo de Golgi Véase Aparato de Golgi, 
complejo de orientación Complejo proteína que dirige las prote- 
ínas hacia los cloroplastos. 

complejo de unión Región de contacto célula -célula que contie- 
ne una unión estrecha, una unión adhe rente y un desmo- 
soma, 

complejo del cito cromo bf Complejo proteico de la membrana 
del til acoi de que transporta electrones durante la fotosín- 
tesis. 


complejo del origen de replicación (ORCj Complejo proteico 
que inicia la implicación del ADN en los puntos de origen en le- 
vaduras. 

complejo del poro nuclear Gran estructura que forma un canal 
de transporte a través de la envuelta nuclear, 
complejo focal Un pequeño grupo de integrinas que se unen a la 
matriz extracelular que inicia la formación de una adhesión 
focal. 

complejo promotor de la anafase/eiclosoma ÍAPC/O Ubi quiti- 
na 1 i gasa que desencadena la progresión de la metalase a la 
a na fase mediante la señalización de la degradación de delina 
B y cohesinas. 

complejo s¡ naptonémico Estructura proteica en forma de ere ma- 
lí era que se forma a lo largo de los cromosomas homólogos 
emparejados durante la meiosis. 
complejo Tic Complejo de trans locación proteica de la membra- 
na interna del doroplasto. 

comple jo Tim Complejo de translocación proteica de la membra- 
na mitocondrial interna. 

complejo Toe Complejo de translocadón proteica de la membra- 
na externa del doro plastes. 

complejo Tom Complejo de translocadón proteica de la mem- 
brana mitocondrial externa. 

complejo WASF/Scar Un complejo proteico que estimula la ra- 
mificación de los filamentos de actina. 
conde usina Un complejo proteico que dirige la condensación 
cromosómica durante la metalase, 
conexina Miembro de la familia de proteínas transmembrana 
que forma las uniones de tipo gnp. 
conexón Un cilindro formado por seis conexinas en la membrana 
plasmática, 

COP1 y COP1I Las dos proteínas diferentes de la datrina que re- 
cubren las vesículas de transporto fCOP indica proteína de la 
envuelta: coaf profeiK). 

corrección de pruebas Retirada selectiva de bases mal apareadas 
por parte de la ADN polimerasa. 
correpresor Fro teína que se asocia con represores para inhibir la 
expresión génica, a menudo modificando la estructura de la 
cromatina. 

córtex celular Red de actina subyacente a la membrana plasmá- 
tica. 

corticoesteroide Hormonas es tiroideas producidas por la glán- 
dula adrenal. 

cósmidn Vector que contiene secuencias del bacteriófago X, se- 
cuencias de resistencia a antibióticos, y un origen de rep litación 
Puede acomodar grandes insertos de ADN de incluso 45 kb, 
CREE Pro teína de unión al elemento de respuesta al AMF cíclico 
Un factor de transcripción que se activa por acción de la pro te- 
ína quinasa dependiente de AMPc 
cremallera de leucina Dominio de dimerizaclún proteico que 
contiene restos repetidos de leucina; se encuentra en muchos 
factores de transcripción. 

cresta Pliegue en la membrana mitocondrial interna que se ex- 
tiende dentro de la matriz. 

criofractura Método de microscopía electrónica que consiste en 
que las muestras se congelan en nitrógeno liquido y después 
se fracturan para escindir la bicapa lipídica, mostrando asi la- 
caras internas de las membranas celulares, 
cristalografía de rayos X Método en el que el patrón de difrac- 
ción de rayos X es utilizado para determinar la organización 
de los átomos individuales dentro de vina molécula, 
croma ti na Complejo fibroso de ADN eucariota y proteínas histo 
ñas. Véase histonas, nucleosoma y cromatosoma, 
cromatografía de afinidad de ADN Método empleado para ais- 
lar proteínas de unión al ADN basado en su unión a secuencia- 
especificas de ADN. 

cromatosoma Subunidad de cromatina que consta de lóft pares 
de bases de ADN enrolladas alrededor de un núcleo de historia 
v mantenidas en su posición por un conector a la historia. 
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cromoplasto Plástido que contiene carotenoides 
cromosoma artificial bacteriano ÍBAQ Tipo de vector empleado 
en la donación de fragmentas grandes de ADN en bacterias, 
cromosoma artificial de levadura (YAC) Vector que puede ser 
replicado como un cromosoma en células de levadura y que 
puede acomodar inserciones muy grandes de ADN (de cientos 
de kb). 

cromosoma artificial P1 (PAC) Vector empleado para la dona- 
ción de fragmentos grandes de ADN en E. col i. 
cromosoma poli tén ico Cromosoma gigante encontrado en algu- 
nos tejidos de Drosophiln que surge de la replica don repetida 
de hebras de ADN que no se separan entre si. 
cromosomas Portador de genes, consistentes en moléculas largas 
de ADN y proteínas asodád^ 

cuerpo basal Estructura similar a un centriolo que inicia el creci- 
miento de los micro tu bu los axonémícos y a neta los cilios y fla- 
gelos a la superficie de la célula, 

cuerpo polar Célula pequeña formada por ¡a división celular asi- 
métrica que sigue a la meíosis de los coritos, 
cultivo primario Cultivo celular establecidos a partir de un te- 
jido. 

deaminasa inducida por activación (DIA) Una enzima expresada 
en Ünf oritos D que deamina los residuos de ritosina en el ADN 
para formar uradlo en tas regiones variables de los genes de in- 
munoglobulínas. DIA es necesaria tanto para la recombinación 
de cambio de clase como para la hipermutación somática, 
decaimiento mediado por ARNm sin sentido Degradación de 
ARNm que carecen de marcos de lectura abiertos completos, 
desmocolina Tipo de cadherina transmembrana que une los rito- 
esqueletos de filamentos intermedios de células adyacentes en 
los demosümas. 

desmoglema Tipo de cadherina transmembrana que une los rito- 
esqueletos de filamentos intermedios de células adyacentes en 
los démose mas 

des mi na Una proteína de los filamentos intermedios expresada 
en células musculares. 

desmosnma Región de contacto entre células epiteliales en la 
cual los filamentos de queratina se andan a la membrana plas- 
mática. Véase también hem ¡desrnosoma, 

T-desoxirribosa Azúcar de cinco átomos de carbono que se en- 
cuentra en el ADN. 

diacilglicerol Mensajero secundario formado por la hidrólisis de 
V\V 2r que activa la proteína quinasa C 
di acinesia Estadio final de la profase de la meiosis l durante la 
cual los cromosomas se condensan por completo y la célula 
progresa a meta fase. 

d id eso xi n ucle ót id os Nudeótido que carecen del grupo hidroxi- 
lo en 3' y que se emplean como nucleótidos terminadores de 
cadena en la secuenciarión de ADN, 
difusión facilitada Transporte de moléculas a través de una 
membrana mediante proteínas transportadoras o de canal, 
difusión pasiva Difusión de pequeñas moléculas hidmfóbkas a 
través de una bieapa fosfoíipidica. 
dimera de pirimidina Forma común de lesión en el ADN causa- 
da por la luz UV donde bis pirimidinas adyacentes se unen 
para formar un dimero. 

dinactina Una proteína que actúa junto con la dineína ritoplas- 
mátka para desplazar mercancías sobre los mkrotúbulos, 
dina mi na Una GTPasa asociada a membrana implicada en la ge- 
mación vesicular. 

d i nema Proteína motora que migra a lo largo de los microtúbu- 
los hada el extremo negativo, 

dineína axonémica Tipo de dinema que se encuentra en cilios y 
flagelos. 

dineína cito plásmica Forma de la dineína que se asocia con los 
mkrolúbulos en el citoplasma, 

diploide Organismo o célula que porta dos copias de cada cro- 
mosoma. 


di pío teño Estadio de la meiosis 1 donde los cromosomas h > ; - 
logos se separan longitudinalmente pero permanecen asocia- 
dos en el quiasma. 

dístrofina Proteína ritoesquelétka de las células musculares, 
doble- híbrido de levaduras Un método genético para detectar 
interacciones proteicas en células de levadura, 
dogma central Concepto de que la información genética fluye de 
ADN a ARN y a proteínas. 

dolicol fosfato Molécula Jipi dura del retículo endop] asmático so- 
bre la que se unen los oligosacáridos para la glkosil ación de 
las proteínas, 

dominante Alelo que determina el fenotipo de un organismo 
cuando más do un alelo está presente- 
dominio apical Superficie libre expuesta de una célula epitelial 
polarizada, 

dominio basol alera I Región superficial de una célula epitelial 
polarizada que está en contacto con células adyacentes o con la 
matriz extracelular. 

dominio de dedo de zinc Tipo de dominio de unión de ADN 
constituido por bucles que contienen restos de cis tenia e htsti- 
dina, a los que se unen iones de zinc, 
dominio PTB Dominio proteico que se une a los péptidos que 
contienen fos futiros i mas. 

dominio 5H2 Dominio proteico de aproximadamente 1ÜQ ami- 
noácidos que se une a péptidos que contienen tasfntirosina, 
dominios Regiones compactas y globulares de las proteínas que 
forma la unidad básica de la estructura terciaria , 

Drosophiid melanogaster Especie de mosca de la fruta co- 
múnmente empleada para estudios de genética v desarrollo 
animal. 

E2F Familia de factores de transcripción que regulan la expresión 
de genes implicados en la progresión del ciclo celular y la re- 
plicadón de) ADN, 

eedisona Hormona esteroidea de insectos que desencadena la 
metamorfosis. 

eriodermo Capa ex tema germinal; da lugar a te [idos que inclu- 
yen la pie! y el sistema nervioso, 
ecuación de Ñemst Relación entre concentración iónica y poten- 
cial de membrana, 

edición de ARN Procesos de tratamiento dei ARN distintos de! 
splicing que alteran las secuencias de los ARMm que codifican 
proteínas. 

eicosanoide Clase de lípidos, incluyendo prosta glandín as , pros- 
tacíciinas, tramboxanos y leucoírienos, que actúan en señaliza- 
ción autocrina y paracrina, 
elaioplastos Elástico que almacenan lípidos. 
el as ti na Componente principal de las fibras elásticas, 
elet tratares is en gol Método en el que se separan moléculas en 
base a su migración en un campo eléctrico, 
electroforesis en geí bidiroensíana) Un método para Ja separa- 
ción de proteínas celulares basado en la carga y el tamaño, 
electrof uresis en gel de £D5-po|tacri lamida Método común- 
mente usado para Ja separación de proteínas por electroforesis 
en ge! en función de su tamaño. 

e Lee t reparación introducción de ADN en células mediante su ex- 
posición aun breve pulso eléctrico, 

elementa barrera Ver aislante 

elemento de control que actúa en cis Secuencia de ADN regula- 
dor que sirve de sitio de unión de proteínas y controla la trans- 
cripción de los genes adyacentes, 
elemento de respuesta ai AMPc (CREÍ Secuencia reguladora 
que media la respuesta transcripcional de los genes diana al 
AMPc. 

demento de respuesta al suero (SREl Secuencia reguladora que 
es reconocida por el factor de respuesta al suero y que media la 
inducción transcripcional de diversos genes inmediato- tem- 
pranos en respuesta a la estimulación por factores de creci- 
miento. 
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elemento semejante a un reti-ovirus Retrotransposón que es es- 
truc tu raímente similar a un retro virus, 
elemento transponible Véase tramsposón. 

EJk-1 Factor de transcripción que es activado por la fosforilación 
de ERK e induce la expresión de genes inmedia tos- tempranos, 
encaje inducido Modelo de acción enzimática en el que las confi- 
gura dones tanto de la enzima como deE sustrato se modifican 
por la unión del sustrato, 

encelan na Neuropéptido que achia como un analgésico natural, 
endocitosis Entrada de materia! extracelular en vesículas forma- 
das a partir de la membrana plasmática, 
endocitosis en fase fluida Entrada no selectiva de fluidos extra - 
celulares durante La endocitosis. 

endocitosís mediada por receptor Entrada selectiva de macro- 
moláculas que se unen a receptores de la superficie celular, que 
se concentran en depresiones revestidas por da trina, 
endndermo Capa interna germinal; da lugar a los órganos in- 
ternos. 

endonudeasa AP Enzima de reparación del ADN que corta en 
puntos próximos a sitios apirimidínicos o ap miníeos en el 
ADN, 

endunudeasa de restricción Enzima que corta el ADN en una 
secuencia específica, 

endorfina Neuropéptido que actúa como un analgésico natural, 
en d osoma Compartimento vesicular implicado en la clasifíca- 
rión y transporte a los lisosomas del material tomado por en- 
dodtosís. 

endofiimbiosis Relación simbiótica en donde una célula reside 
en el interior de una célula mayor, 
energía de activación Energía requerida para elevar una molécu- 
la a su estado de transición para llevar a cabo una reacción quí- 
mica. 

energía libre de Gíbbs |G) Función termodinámica que combina 
los efectos de la entalpia y la entropía para predecir la direc- 
ción energéticamente favorable de una reacción química, 
enfermedades del almacenamiento de los I ¡sosomas Familia de 
enfermedades caracterizadas por Ja acumulación de material 
sin degradar en los li sosomas de los individuos afectados, 
enlace fosíodiéster Enlace entre el fosfato 5' de un nudeótido y 
el hidroxilo 3' de otro. 

enlace de alta energía Enlace químico que libera una gran canti- 
dad de energía libre cuando es hidrüÜzado. 
enlace glicosídico Enlace formado entre restos de azúcar en oli- 
gosacáridos o polisacáridos. 

enlace peptídico Enlace que une aminoácidos en las cadenas po- 
li peptidicas, 

ensayo de desplazamiento de la movilidad e lecírof urética En- 
sayo para la unión de una proteína a una secuencia específica 
de ADN. 

entrefina Proteína de la matriz extracelular que interaedona con 
las lami ninas y con el colágeno de tipo ÍV en la lámina basal, 
envoltura nuclear Barrera que separa el núcleo del citoplasma, 
compuesta de una membrana interna y otra externa, una lámi- 
na nuclear y complejos de poro nuclear, 
enzima Proteína o ARN que catalizan reacciones biológicas. 
ErbA Protooncogén que codifica un receptor de la hormona ti- 
roidea. 

l’HjB- 2 Protooncogén que codifica un receptor proteína tirosina- 
quinasa que frecuentemente esta amplificado en los carcino- 
mas mamario y ováríco, 
eritrocitos Glóbulos rojos sanguíneos. 

EftbA Producto del proto-oncogén erbA, Receptor de la hormo- 
na tiroidea. 

ERK Miembro de la familia de las qui nasas MAF que juega un 
papel central en la proliferación celular inducida por factores 
de crecimiento. 

E&ckertcitia coli{E. culi) Especie de bacterias que ha sido amplia- 
mente utilizada como sistema modelo para Ja biología mole- 
cular 


escinudeasa Complejo proteico que escinde el ADN dañado 
durante la reparación por escisión de nuclecStidos en bac- 
terias. 

esfingomielina Fosfolípido constituido por dos cadenas hidro- 
carbonadas unidas a una cabeza polar que contiene serina, 
espec trina Una de las principales proteínas de fijación de la ac ti- 
na del córtex celular 

espectrometría de masas Un método para identificar compues- 
tos basados en la determinación precisa de su maga. La espec- 
trometría de masas se emplea habitualmente para la identifica- 
ción de proteínas. 

es pliceos orna Complejo grandes de ARNsn y proteínas que cata- 
lizan el sptiúing de pre-ARNm, 

estado de transición Estado energético elevado a través del cual 
deben pasar los sustratos durante el curso de una reacción en- 
zimética. 

eslereociliü Micro vellosidad especializada de las células audi- 
tivas. 

esteres de forbol Clase de promotores de tumores que estimulan 
a la proteína quinasa C al actuar como análogos del diadíglí- 
cerol, 

estimulación autocrína del crecimiento Estimulación de la pro- 
liferación celular como resultado de Ja producción de un factor 
de carecimiento por parte de una célula que responde a dicho 
factor. 

estrógeno Hormona esteroídea producida por los ovarios, 
es trema Compartimento de los cioroplastos que se encuentra en- 
tre la envuelta y la membrana discoidea, 
estructura cuaternaria Interacciones entre cadenas poüpeptídi- 
cas en las proteínas que están constituidas por nías de un poli- 
péptido. 

estructura primaria Secuencia de aminoácidos en una cadena 
polipeptídica. 

estructura secundaria Disposición regular de los aminoácidos 
dentro de regiones localizadas de una cadena polipeptídica. 
Véase a-hélice y lámina JiS. 

estructura terciaria Pliegue tridimensional de una cadena poli- 
peptídica que confiere a la proteína su forma funcional, 
etileno Hormona vegetal responsable de la maduración de la 
fruta, 

etí aplasto Estadio intermedio del desarrollo del doroplasto en el 
que la clorofila no se ha sintetizado, 
eubacterUs Uno de los dos grupos principales de procariotas, in- 
cluyendo las especies más comunes de bacterias, 
eucromatina Cromatina tnterfásíca descondensada y transcrip- 
ción a i mente activa. 

exocisto Un complejo proteico en la membrana plasmática don- 
de se produce la exoci tosía. 

exón Segmento de un gen que se incluye en un ARN sometido ^ 
corte y empalme. 

exonucleasa Enzima que hidroLiza moléculas de ADN tanto en 
dirección 5' a 3" como 3' a o' , 

exporlina Receptor proteico que reconoce señales de exportación 
nuclear y dirige e! transporte desde el núcleo al dtosoL 
expresión transitoria Expresión de ADN plasmídico no integra- 
do que se ha introducido en células cultivadas. 

FAK (quinasa de adhesión focal) Pro teína- ti rosi na quinasa no 
receptora que desempeña un papel clave en la señalización de 
las integrinas. 

factor asociado a TBP ÍTAF) Polipépfido asociado con TBP en 
factor de transcripción general TFI1D. 
factor citas tático tCSF} Factor citopl asm ico que detiene la meir- 
sis del oociío en la metalase II 

factor de crecimiento Polipéptido que controla el crecimiento de 
la célula animal y su diferenciación, 
factor de crecimiento anclado a la membrana Factor de creci- 
miento asociado a la membrana plasmática que actúan como 
moléculas de señalización durante el contacto célula-célula. 
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factor de crecimiento derivado de lab plaquetas ÍPDGF) Fac- 
tor de crecimiento liberado desde las plaquetas en la coagula- 
ción sanguínea para estimular la proliferación de tos fibro- 
blastos. 

factor de crecimiento epidérmico ÍEGF) Factor de crecimiento 
que estimula la proliferación celular, 
factor de crecimiento neurona I ÍNGF) Factor de crecimiento po- 
li pep lidien que regula el desarrollo y supervivencia de las neu- 
ronas. 

factor de crecimiento transformante |Í (TGF-|i) Factor de creci- 
miento polipéptídico que generalmente inhibe la proliferación 
de las células animales. 

factor de elongación ! ] ro teína implicada en la fase de elongación 
de la transcripción o traducción. 

factor de iniciación Proteína que funciona en la etapa de inicia- 
ción de la traducción. 

factor de liberación Proteína que reconoce a los codones de ter- 
minación y finaliza la traducción del ARNm. 
factor de necrosis tu moral íTNF) Factor de crecimiento polipep- 
tídico que induce a la inflamación celular programada, 
factor de remodelación de la cromatina Proteína que desorgani- 
za la estructura croma tínica al alterar los sitios de contacto del 
ADN con las tristonas, 

factor de respuesta al suero íSRFl Factor de transcripción que se 
une al elemento de respuesta al suero, 
factor de transcripción Proteína que regula la actividad de la 
ARN polimerasa. 

factor de transcripción generales Factor de transcripción que 
forma parte de la maquinaria general de transcripción, 
factor promotor de maduración IMPF1 Complejo de Cdkl y ci- 
dina B que promueve la entrada en la fase M, tanto de la mito- 
sis como de la meiosis. 

factor fT'ítrts-activador Proteína reguladoras de la transcripción, 
factor de intercambio de nucleotidos de guanina Froteína que 
actúa sobre pequeñas proteínas de unión a GTP para estimular 
el intercambio de! GDP unido por GTR 
factores de remodelación del nucleosoma Proteínas que alteran 
la estructura de la croma tina, permitiendo a los factores de 
transcripción unirse al ADN mideosomal. 
fagocitosis Entrada de partículas grandes, como bacterias, a la 
célula, 

Fagolisosoma Lísosoma que se ha fusionado con un fagosoma o 
un autofágosoma. 

fagosoma Vacuola que contiene una partícula internalizada por 
fagocitosis. 

faloidina Fármaco que se fija a los filamentos de achira y previe- 
ne su desensamblaje. 

familia de proteínas armadillo Una familia de proteínas, inclui- 
da la p-catenina, que asocia las cadherínas con el citoesqueleto 
en las uniones célula-célula estables, 
familia ge nica Grupo de genes relacionados que han surgido a 
partir de la duplicación de un ancestro común, 
fase G| Fase del ciclo celular entre el final de Ea mitosis y el ccv 
tnienzo de la síntesis de AON, 

fase Gn Fase del ciclo celular entre el final de la fase S y el co- 
mienzo de la mitosis. 
fase M Fase mitótica del ciclo celular, 

fase S Fase del ciclo celular durante la cual se produce la replica- 
cíón del ADN, 

feedforwnnl relay Un mecanismo regulador en el que un elemen- 
to de una vía de señalización estimula a un componente co- 
mente abajo. 

fecundación Unión de un espermatozoide con un óvulo 
fenotipo Apariencia física de un organismo, 
fibra de estrés Haz de filamentos de actína andado en puntos de 
adhesión celular a la matriz extracelular, 
fibra elástica Fibra proteica que están presentes en la matriz ex- 
tr acelular de los tejidos conectivos en órganos que se deforman 
y después vuelven a su forma original 


fibra muscular célula de gran tamaño del músculo esquelético, 
que se forman por la fusión de muchas células individuales 
durante el desarrollo, 

fibrillas de colágeno Fibrilla formada por el ensamblaje de mo- 
léculas de colágeno en una organización escalonada regular, 
fibroblasto Tipo de célula que se encuentra en el tejido conec- 
tivo. 

fibronectina Principal proteína de adhesión de la matriz extrace- 
lular. 

fijación de nitrógeno Reducción del nitrógeno atmosférico (’M-.) 

aISJHi, 

filamento intermedio Filamento citoesquelético de aproximada- 
mente 10 nm de diámetro que proporciona fuerza mecánica a 
las células en los tejidos. Véase también que ratinas y neurof i la- 
men tos. 

filamiha Proteína de unión a la actína que entrelaza filamentos 
de aclin a para formar redes. 

fílopodiu Proyección delgada de la membrana plasmática sopor- 
tada sobre haces de actína, 

fimbrina Proteína que forma haces de actína y está implicada en 
la formación de las proyecciones de la superficie celular, 
flagelo Proyección con base micro tubular do la membrana plas- 
mática que es responsable de movimiento celular, 
flavín adenin dinudeótida í FADHd Coenzíma que actúa como 
transportador electrónico en reacciones de oxidación /re- 
ducción. 

flipasa Proteína que cataliza la traslocación de lápidas a través do 
La membrana del rotículo ondoplasmático. 
flujo electrónico cíclico Ruta de transporte electrónico asociada 
al tolos Esterna 1 que produce ATF sin la síntesis de NADPH. 
fúdrina Espectrina no eiitroide. 

footprinting Método utilizado para identificar los sitios de unión 
de proteínas al ADN. 

formina Una pro teína de unión a la actina que nudea y polimeri- 
za filamentos de actína, 

Fos Factor de transcripción, codificado por un pro toan cogen, 
que es inducido en respuesta a la estimulación por factores de 
crecimiento. 

fos f a ti d i I colína Fosfolípido del glicerol con una cabeza formada 
a partir de la colina 

fasfatidiletanolamina Fosfolípido del glicerol cuya cabeza está 
formada a partir de la etanolamina, 
fosfatidiliruisitol 3-quinasa ( P1 3-quinasa) Componente fosfoli- 
pidico secundario de la cara interna de la membrana plasmáti- 
ca. Las hormonas v los factores de crecimiento estimulan su hi- 
drólisis mediante la fosfolipasa C, dando lugar a segundos 
mensajeros como el diacil glicerol y el i n osito] trifosfato, 
fosfatidilínosítol 4,5-b i fosfato {PIPÓ Componente fns.folipidi.cn 
menor de la parte interna de la membrana plasmática. Las hor- 
monas y factores de crecimiento estimulan su hidrólisis por 
fosfolipasa c, produciendo los segundos mensajeros diacilgli- 
cerol e inositol trifosfato. 

fosfafidilinositül Fosfolípido de glicerol con un grupo cabeza 
formado a partir de inosito! 

fosfatidilinositul 3,4,5-trifosfato (FUy Segundo mensajero for- 
mado por la fosforilación de PIP 2 - 
fosfatidilserína Fosfolípido del glicerol con una cabeza formada 
a partir de la serina, 

fosfolipasa C Enzima que hidroliza PIP 2 para formar los segun- 
dos mensajeros diadlgiicerol e inositoi trifosfato, 
fosfolípido Una familia de moléculas que son los componentes 
principales de las membranas celulares y se componen de dos 
cadenas de hidrocarburo {por lo general, ácidos grados) uni- 
dos a un grupo polar que contiene un fosfato, 
fosforilación Adición de un grupo fosfato a una molécula, 
fosforilación uxidativa Síntesis de ATP a partir del ADP r que está 
acoplada a la transferencia, energéticamente favorable, de 
electrones a un oxígeno molecular. Este actúa como aceptor fi- 
nal en una cadena de transporte electrónico. 
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Fotocentro Conjunto de pigmentos fotos i ntét icos localizado en la 
membrana til acoi dea de los cloroplastos, 
fotorreactivación Mecanismo de reparación del ADN donde se 
emplea energía solar para escindir los dimeros de pirimidina. 
fotón-espiración Proceso de metabolizadón de un derivado de ¡a 
fotosíntesis, 

fotosíntesis Proceso mediante el cual las células aprovechan la 
energía de La luz solar y sintetizan glucosa a partir de CO : y 
agua. 

íotosistema 1 Complejo proteico de la membrana del tilacoide 
que emplea la energía absorbida de la luz solar para sintetizar 
NADPH. 

fotoslstema H Complejo proteico en la membrana del tilacoide 
que usa la energía absorbida de la luz solar para sintetizar 
ATE 

fragmentos de Okazaki Corto fragmento de ADN sintetizado 
para formar la hebra retrasada de ADN. 

G„ Estado de reposo en el que las células permanecen metabóli- 
camente activas pero no pro! iteran, 
gen Segmento de ADN que codifica una cadena polipeptídíca o 
una molécula de ARN, 

gen de estabilidad Un gen que actúa para mantener la integri- 
dad del gen orna y cuya pérdida puede dar lugar al desarrollo 
de un cáncer, 

gen de respuesta secundaria Un gen tuya inducción después de 
la estimulación con factores de crecimiento de una célula re- 
quiere síntesis proteica. 

gen supresorde tumores Gen cuya inactivación conduce al des- 
arrollo de un tumor. 

gen inmediato- temprano Gen cuya transcripción es inducida rá- 
pidamente en respuesta a la estimulación por factores de creci- 
miento. 

genérica inversa Análisis de fa función génica por la introduc- 
ción de mutaciones en un gen donado, 
genómica El análisis sistemático de genomas celulares com- 
pletos. 

genotipo Composición genética de un organismo, 
gi b e re 1 i na H orín on a vegeta I , 

gliceral tos tolip idos Fosfolí pidos que consisten en dos ácidos 
grasos unidos a una molécula de glicerol, 
glicocálix Revestimiento carbohidrato do que recubre la superfi- 
cie celular, 

gri cotí pido Lapido que consta de dos cadenas hidrocarbonadas 
unidas a una cabeza polar que contiene carbohidratos, 
glicopro teína Proteína unida a oligosacárídos. 
glicosaminoglicano ÍGAG} Polisacárido de la matriz extra celu- 
lar, constituyente de ge les. 

glkosidasa Una enzima que elimina residuos de azúcar de su 
sustrato, 

gil eos ilación Adición de carbohidratos a las proteínas, 
glíeo&íltransferasa Una enzima que añade residuos de azúcar a 
su sustrato, 

glioxisoma Feroxísoma en los que tienen lugar Jas reacciones del 
ciclo del glioxilato. 

glucocorticoide Esferoide producido por la glándula adrenal que 
actúa para estimular la producción de glucosa, 
glucógeno Polímero de restos de glucosa que es la principal 
fuente de almacenamiento de carbohidratos en los animales, 
glucólisis Degradación anaeróbica de glucosa, 
gluc ontogénesis Síntesis de glucosa, 

GMP cíclico ÍGMPcJ Guanosfna monofosfato donde el grupo 
fosfato está covalentemente unido a los átomos de carbono 3 r y 
5\ formando una estructura cíclica; importante segundo men- 
sajero en la respuesta de las células a una variedad de hormo- 
nas y en la visión, 

CMPc fosfodiesterasa Enzima que degrada GMPc. 
gradiente electroquímico Diferencia en la concentración quími- 
ca y en el potencial eléctrico a través de una membrana. 


granuladlo Tipo de célula sanguínea que están implicadas en re- 
acciones inflamatorias, 
grasas Véase triacilglicemles. 

grupo prostético Pequeña molécula unida a una proteína, 
guanina Purina que se empareja con citostna. 
guanilato cicíasa Enzima que cataliza la formación de GMP cícli- 
co a partir de GTP. 

H3 ce ntrom erica (H3Cen| Variante de la h i tota H3 que está pre- 
sente en los cent romeros 

haces contráctiles Haz de filamentos de achna que interaedonan 
con la míosina II y son capaces de contracción, 
ti api nide Organismo o célula que presenta una copia de cada 
cromosoma, 

haz de artilla Filamentos de a crina que se entrecruzan en forma- 
ciones densamente empaquetadas, 
hebra directora Hebra del ADN sintetizada de forma continua 
en la dirección de avance de la horquilla de replicación. 
hebra retrasada Hebra del ADN sintetizada de forma opuesta a 
la dirección de avance de la horquilla de replicarión, mediante 
la unión de los fragmentos de Okazakí. 

Hedgehog Molécula secretada de señalización que estimula una 
vía que regula el destino celular en el transcurso del desarrollo 
embrionario. 

helícasa Enzima que cataliza el enrollamiento del ADN 
a hélice Estructura secundaria enrollada de una cadena pnlipep- 
tídica formada por uniones de hidrógeno entre aminoácidos 
separados por cuatro residuos, 

héiice-giro-hélice Dominio de unión al ADN de un factor de 
transcripción en el que tres o cuatro regiones en hélice contac- 
tan con el ADN, 

hélice-iazü-hélice Dominio de unión a ADN de un factor de 
transcripción formado por la dimeriz ación de dos cadenas 
p o! ipe púdicas. Los dominios de dimerización de estas prote- 
ínas consisten en dos regiones en hélice separadas por un 
iazo. 

hcmícelulosa Polisacárido que entrelaza microf ibrillas de celulo- 
sa en las paredes celulares vegetales, 
hemi des m osoma Región de contacto entre células y la matriz ex- 
traed u lar donde los filamentos de queratina se unen a la inte- 
grina. 

hendidura revestida de claírina Región especializada de la su- 
perficie de las membranas celulares que contiene receptores 
para macromolécuJas que deben internalizarse por mitosis, 
herencia epigenética La transmisión de información que no se 
encuentra en la secuencia del ADN. 
herpesvirus Miembro de una familia de virus de ADN, algunos 
de cuyos miembros inducen cáncer, 
herpes virus asociado al sarcoma de Rapos i Herpes virus huma- 
no que causa el sarcoma de Kaposi. 
hete roe romatina Cromatina condensad a v franscripc i onal mente 
inactiva* 

hibridación de los ácidos nucleicos Formación de moléculas de 
doble hebra de ADN y /o ARN por apareamiento de bases 
com pi em en ta ría s. 

hibridación fluorescente fu sitít (FISH) Método empleado para 
localizar genes en los cromosomas, empleando sondas fluores- 
centes. 

hibridación in situ Uso de sondas radioactivas o fluorescentes 
para detectar secuencias de ARN o ADN en extractos celulares, 
cromosomas o células intactas, 
hidrofílicü Soluble en agua, 
hidrofóbko No soluble en agua, 

hípermutacíún somática 1.a introducción de múltiples mutacio- 
nes en las regiones variables de inmunoglobulina reordenadas 
para incrementarla diversidad de los anticuerpos, 
hipótesis 5NARE Hipótesis de que la fusión vesicular está me- 
diada por pares de proteínas transmembrana (SNA RE) en las 
membranas vesicular y diana. 
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ft v . tesis un gen-una enzima Este hipótesis, que se sustenta en 
«í análisis de los motantes nutricionales de Neurospora reali- 
zados en la década de 1940, sostiene que un gen codifica la 
estructura de una única enzima. En la actualidad, se cree que 
a: gen especifica la estructura de una sola cadena polipeptí- 
dka. 

festona Miembro de una familia de proteínas que empaquetan 
ai A DN en los cromosomas de las células eucarióticas. 

Estructura secundaria en forma de lámina de una cadena 
polipeptídica, formada por enlaces de hidrógeno entre arnino- 
dos localizados en diferentes regiones del poUpéptidp. 
«otneobox (caja homeótica) Secuencias de ADÑ conservadas de 
1> pares de bases que codifican los homeodominios. 

- meo do minio Tipo de dominio, de unión al ADN, que se en- 
rutntra en los factores de transcripción que regulan la expre- 
sen génica durante el desarrollo embrionario. 

■ rmona esteral dea Miembro de un grupo de hormonas hídro- 
t óticas, como esfrógeno y testosterona, que provienen del co- 
les terol. 

‘ rmona peptídica Molécula señalizadora compuesta por ami- 
noácidos. 

h rmona tiroidea Hormona sintetizada a partir de la tírosina en 
lia glándula tiroides. 

' rmona Molécula de señalización producidas por las glándulas 
endocrinas que actúan sobre células en lugares distantes del 
cuerpo, 

h ir monas vegetales Miembro de un grupo de pequeñas molécu- 
las que coordinan las respuestas de los tejidos vegetales a las 
señales medioambientales 

a arquilla de repiieadón Región de la síntesis del ADN donde 
.as hebras paren tales se separan y crecen dos nuevas hebras 
hijas, 

-mso mitótico Formación de mícrotúbulos que se extienden des- 
de los polos del huso y que es responsable de la separación de 
ios cromosomas hermanos durante la mitosis. Véase también 
mícrotúbulos cínetocó ricos, mícrotúbulos polares y microt li- 
bidos astrales. 

IAP Inhibidor de la apoptosís, Miembro de una familia de prote- 
ínas que inhiben la apoptosis mediante la interacción con cas- 
pasas. 

K'B Una subunidad inhibidora de los factores de transcripción 
NF-kB, 

= m portina Receptor proteico que reconoce señales de localiza- 
ción nuclear y dirige la importación nuclear 
impronta genómica Regulación de los genes cuya expresión de- 
pende de si han sido heredados por parte de la madre o del pa- 
dre, aparentemente regulada por la metil ación del ADIN. 
inactivación del cromosoma X Mecanismo de compensación de 
la dosis en el que la mayoría de los genes de uno de los cromo- 
somas X se inactivan en las células femeninas, 
inestabilidad dinámica Alternación de los mícrotúbulos entre 
ciclos de crecimiento y degradación, 
inhibición de contacto Inhibición del movimiento o de la proli- 
feración de células normales como resultado de un contacto 
célula-célula. 

inhibición dependiente de la densidad Cese de la proliferación 
de células normales en cultivo a una determinada densidad ce- 
lular. 

inhibición por ret roa i i mentación Tipo de regulación alostérica 
en donde el producto de una ruta me ¡abúlica inhibe la activi- 
dad de una enzima implicada en su síntesis . 
inhibidor de Cdk (CKÍ) Miembro de una familia de proteínas 
que fijan Cdk e inhiben su actividad, 
iniciación turnara! Primer paso en el desarrollo de un tumor, re- 
sultante de la proliferación anormal de una sola célula, 
inmunoglobulina Véase anticuerpo. 

ínmunoprecipitación Empleo de anticuerpos para aislar pro- 
teínas. 


i nnuinop reHpitaci ón de cromatina Un método para la determi- 
nación de las regiones del ADN que se unen a tactores de 
transcripción en el interior celular, 
inmunotinción Método que emplea anticuerpos para detectar 
proteínas que han sido separadas por e lee troto resis en gel de 
SDS-pól i ac ri] a m ida. 

inosito] 1,4,5-tri fosfato (1P 3 ) Segundo mensajero, formado por la 
hidrólisis de P1ÍN, que señala la liberación de iones de calcio 
desde el retículo endoplasmático. 
íntegrina Proteína transmembrana que interv iene en la adhesión 
de las células a la matriz extra celular, 
interacción heterofílica Interacción entre dos tipos diferentes de 
moléculas de adhesión celular. 

interacción homufílica Interacción entre moléculas de adhesión 
celular del mismo tipo. 

intercambio rotatorio Comportamiento dinámico de los fila- 
mentos de a ctina y los mi crotú bulos, en el que la pérdida de 
subunidades en un extremo del filamento se equilibra por su 
adición en el otro extremo. 

interfase Periodo del ciclo celular entre dos mitosis que incluye 
las fases G„ 5, y G 7 . 

mterferencia de ARN (ARN i) Degradación del ARNm por mo- 
léculas de ARN cortas, de doble hebra y homologas, 
intrón Secuencia no codificante que interrumpe los exones en un 
gen. 

Jun Factor de transcripción, codificado por un protooncogén, 
que es activado en respuesta a la estimulación por factores de 
crecimiento, 

ki tobase (kb) Mil nucleúhdos o paras de bases de nudeútidos, 
fcnoc&ít Inactivación de un gen cromosómico mediante recom- 
binación homologa con un alelo mutante clonado, 

lámela media Región de la parad celular vegetal que actúa como 
pegamento para mantener unidas las células adyacentes, 
lamel ¡podio Amplia extensión de la membrana plasmática, for- 
mada a partir de actina, que está implicada en el movimiento 
de los fibroblastos. 

Lámina Proteína de los filamentos intermedios que forman la lá- 
mina nuclear. 

lámina ba sal Matriz extfacelular en forma de lámina que sopor- 
ta las células epiteliales y rodea las células musculares, células 
adiposas y nerv ios periféricos, 

lámina nuclear Malla de filamentos laminares que proporciona 
un soporte estructural al núcleo, 
laminína Principal proteína de adhesión de la lámina basa jl. 
tazo de retroali mentación Un mecanismo de regulación en el 
que un elemento corriente abajo de una vía de señalización 
controla la actividad de un componente corriente arriba de la 
misma vía, 

le pinten o Estadio inicial de ía larga profase de la meiosis I du- 
rante la cual los cromosomas homólogos se emparejan des- 
pués de la condensación. 

leucemia Cáncer que aparece en los precursores de las células 
sanguíneas circulantes. 

leucopiasto Plástido que almacena fuentes de energía en tejidos 
vegetales no fotosíntéticos. 

levaduras Los cucar iotas unicelulares más simples. Las levadu- 
ras son modelos importantes para los estudios de las células 
eucariotas* 

ligando Molécula que se une a un receptor, 
lignina Polímero de restos fenólicos que fortalece las paredes ce- 
lulares secundarias. 

LINE (lang interspersed elementa) Familia de retro transposo- 
nes altamente repetidos en el genoma de los mamíferos, 
linaje celular Células que pueden proliíerar indefinidamente en 
cultivo. 
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linfocito Célula sanguínea que actúa en la respuesta inmuní ta- 
rta, Los linfocitos B producen anticuerpos y los linfocitos T son 
responsables de la inmunidad mediada por células 
linfoma Cáncer de células línfoides. 

lípido Miembro de un grupo de moléculas hidtofóbicas que fun- 
ciona como depósito de energía, como señalización molecular 
y como componente principal de la membrana celular, 
lipoproteína de baja densidad ILDL) Partícula de lipoproteína 
que transporta colestetol en la circulación, 
liposoma Vesícula lipidien empleada para introducir A DN en las 
células de mamífero, 

Usosoma Orgánulo citoplasma tico que contiene enzimas que 
destruyen polímeros biológicos. 

m aeró fago Clase de glóbulo blanco sanguíneo especializado en 
la fagocitosis, 

¡nacrnpinodtosís Ingesta de fluidos en grandes vesículas, 
manosa-ó-íosfato Residuo modificado de mañosa que dirige las 
proteínas hacía los lisosomas. 

MAPquinasas Familia de proteina-serina / treonina quinabas ac- 
tivadas por mitógeno que son reguladores ubicuos del creci- 
miento y diferenciación celular. 

mapa de restricción Localización de los sitios de corte de la en- 
donucleasa de restricción en una molécula de ADN. 
marco de lectura abierto Secuencia de nudeótidos que no contie- 
ne codones de detención y puede codificar un polipéptidu, 
material pericen Halar Material en el centros orna que inicia el 
ensamblaje de los microtúbulos, 
matriz Espacio interno mitocondriaJ. 

matriz extracelular Proteínas y poüsacáridos secretados que re- 
llenan los espacios entre las células y que une las células y los 
tejidos entre sí, 

mediador Complejo de proteínas que estimula la transcripción 
de los genes codificadores de proteínas v les permite respon- 
der a ios factores reguladores gen-específicos, 
mega base (Mb) Un millón de nudeótidos o de pares de bases de 
nudeótidos. 

ni ei os i 5 División decébalas diploidesert una progenie haploíde, 
consistente en dos rondas secuencia les de división nuclear y 
celular. 

MEK ÍMAP quinasa/ERK quinasa) Protema de especificidad 
dual que fo&foriJa y activa a miembros de la familia ERK de 
MAPqui nasas. 

membrana de basa menta Véase lámina basa!, 
membrana nuclear Una de las membranas que forma la envuel- 
ta nuclear; la membrana nuclear externa continua por el retícu- 
lo endopl asmático y la membrana nuclear interna es adyacen- 
te a la lámina nuclear, 

membrana plasmática Bicapa fosfolipídica con proteínas asocia- 
das que rodea la célula. 

membrana del tilacuide Membrana más interna de los cloroplas- 
tos y que es el sitio donde tiene lugar el transporte electrónico 
y la síntesis de ATP. 

mesodermo Capa media germinal; da lugar a los tejidos conecti- 
vos v ai sistema hematopoyético. 
metabolismo oxidad vo Empleo del oxígeno molecular como 
aceptor de electrones en la degradación de moléculas orgá- 
nicas. 

meta fase Fase de la mílosis durante la cual los cromosomas se 
alinean en la placa meta fásica en el centro de la célula, 
metástasis Propagación de las células cancerígenas desde la san- 
gre o el sistema linfático a otros lugares del organismo, 
miera ARN (mÍAR\) Un ARN corlo no codificante que se pro- 
duce de forma natural y actúa para regular la expresión génica. 
nticroarraif de ADN Portaobjetos de cristal o un filtro sobre el 
que se imprimen oligonucleútidos o fragmentos de ADNc con 
una elevada densidad, permitiendo el análisis simultáneo de 
miles de genes mediante hibridación del mkr&tnray con sondas 
fluorescentes. 


microfibrillas de celulosa Fibra de las paredes celulares v egeta- 
les que se forman por la asociación de varias docenas de cade- 
nas paralelas de celulosa. 

microf i lamenta Filamento cítoesqu ciático compuesto de actina. 
microscopía con toe al Forma de microscopía en la que se combi- 
na la microscopía de fluorescencia con el análisis electrónico 
de la imagen para obtener imágenes con un contraste y detalle 
elevad os- 

mictüscopia de campo claro Forma más sencilla de microscopía 
lumínica, en la que la luz pasa directamente a través de una cé- 
lula, 

microscopía de contraste de fases Tipo de microscopía en el que 
las variaciones en la densidad o el grosor entre partes de la ct*- 
lula se convierten en diferencias de contraste en la imagen fi- 
nal. 

microscopía de contraste por interferencia diferencial Tipo de 
microscopía en el que las variaciones de la densidad o el gro- 
sor entre partes de la célula se convierten en diferencias de 
contraste en La imagen final. 

microscopía de excitación mu i tifo tónica Forma de microscopía 
de fluorescencia en la que la muestra es iluminada con una luz 
de longitud de onda tal que la excitación del colorante fluores- 
cente requiere de la absorción simultánea de dos o más fo- 
tones. 

microscopía de fluorescencia Tipo de microscopía en el que las 
moléculas son detectadas en base a la emisión de luz fluores- 
cente* 

microscopía electrónica Tipo de microscopía que emplea un 
rayo de electrones para formar una imagen. En la microscopía 
electrónica de transmisión, un rayo de electrones pasa a través 
de una muestra marcada con metales pesados. En Sa microsco- 
pía electrónica de barrido, los electrones dispersados por la su- 
perficie de la muestra se analizan para generar una imagen tri- 
dimensional. 

microscopía electrónica de barrida Véase mitróse ropia electró- 
nica, 

microscopía electrónica de transmisión Véase microscopía elec- 
trónica, 

microscopía favorecida por vídeo L su combinado de cámaras 
de vídeo con microscopía lumínica para permitir la visualiza- 
ción de objetos pequeños, 
micropúa Véase filopodio. 

microsoma Pequeña vesícula formada por el retículo endoplás- 
mico cuando las células se rompen, 
microtúbulo Componente citoesquelético formado por la poli- 
merización de la tu bu lina dando lugar a segmentos rígidos y 
huecos de aproximadamente 23 nm de diámetro, 
microtúbulo astral Microtúbulo del huso mitót ¡coque se extien- 
den a la periferia celular. 

ni i ero tú bu lo cine taconeo Microtúbulo del huso mitótico que fi- 
jan los cromosomas condensa dos a sus cent romeros, 
microtúbulo polar Un miembro de una dase de microtúbulos 
del huso mitótico que se solapan en el centro de !a célula y que 
empujan a Eos polos del huso para separarlos, 
microtubulos cromosómicos Los microtubulos del huso mitóti- 
co que se unen a los extremos de los cromosomas con den- 
sa dos. 

micravellosidad Extensión de la membrana plasmática, basada 
en la actina, abundante en las superficies de las células impli- 
cadas en la absorción. 

niineialocorticaides Hormona esteroidea producidas por la 
glándula adrena] que actúan sobre el riñón para regular el 
equilibrio de sales y agua, 

rriiofibrilla Haz de filamentos de actina y miosina en las células 
musculares. 

miosina Prcteina que interacción^ con la actina como motor mo- 
lecular. 

miosina I Tipo de miosina que actúa para transportar mercancí- 
as a lo largo de los filamentos de actina. 
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miosina II Tipo de míos i na que produce la contracción medíante 
el deslizamiento de filamentos de actina. 
mito cond ría Orgánulo eitopiasmátko responsable de la síntesis 
de la mayoría del ATP de las células euca notas medíante fosfo- 
rilación oxidativa. 
mi tosí s División nuclear, 

modelo de cerradura y llave Modelo de acción enzimática en el 
que el sustrato erteafa Con precisión en e\ centro activo de la en- 
zima. 

modelo de mosaico finido Modelo de estructura de la membra- 
na donde las proteínas se insertan en una bkapa fluida fosfoli- 
pídica. 

modelo del filamento deslizante Modelo de contracción muscu- 
lar en el que La contracción resulta del deslizamiento de los fi- 
lamentos de actina y míos in a, uno respecto del otro 
modelo Holliday Un modelo molecular de recombi nación gené- 
tica que implica la formación de regiones heterodúplex. 
moléculas de adhesión celular Proteínas transmembrana que in- 
tervienen en las interacciones célula-célula, 
molécula recombinante Fragmento de ADN unido a un vector, 
monocistrónico ARN mensajero que codifica una única cadena 
poüpeptídka, 

monolito Tipo de célula sanguínea implicada en las reacciones 
inflamatorias. 

monosacáíidos Azúcar sencillo con la fórmula básica de 

(CH.OL 

Mos Proteíná quinasa necesaria para la progresión desde la 
meiosis i hasta la meiosis ¡I y el mantenimiento de la detención 
en meta fase □ en los coritos de vertebrados, 
motor molecular Proteína que genera fuerza y movimiento me- 
diante la conversión de energía química en energía mecánica. 
mTOR Una proteína quinasa implicada en la regulación de la 
síntesis proteica en respuesta a factores de crecimiento, nu- 
trientes y disponibilidad de energía, 
muerte celular programada Forma fisiológica normal de muerte 
celular caracterizada por la apoptosis. 
mundo ARN Estadio temprano de lo evolución basado en molé- 
culas a utorrepl ¡cantes de ARN. 
mutación Alteración genética, 

muta génesis in vi tro introducción de mutaciones en un ADN 
donado in vitrú. 

muta geno Producto químico que induce una alta frecuencia de 
mutaciones. 

mulante inhibidor dominante Muíante que interfiere con la fun- 
dón del alelo normal del gen. 

mutante sensible a temperatura Célula que expresa una proteí- 
na que es funcional a una temperatura pero no a otra, mien- 
tras que la proteína normal es funcional a ambas tempera- 
turas. 

NADP reductasa Enzima que transfiere electrones de la íerrodo- 
xina al NADP", dando NADFH, 

nebulina Proteína que regula la longitud de los filamentos de ac- 
tina en las células musculares. 

necrosis Muerte accidental de células que da lugar a una lesión 
aguda. 

nectina Una molécula de adhesión celular implicada en la forma- 
ción de uniones adherentes, 

neurofi la mentó Ciase de filamento intermedio que sostiene los 
axones de las células nerviosas. 

ncurohormona Péptídos que son secretados por las neuronas y 
que actúan sobre células distantes, 
neurona Célula nerviosa especializada en recibir y transmitir se- 
ñales por todo el cuerpo. 

neuropépfido Molécula peptídica de señalización secretada por 
las neuronas. 

neurutransmisor Pequeña molécula hidrofOica que transporta 
una señal desde una neurona estimulada a una célula diana en 
una sinapsis. 


neur o trotina Miembro de una familia de polípéptidos que regu- 
la el desarrollo y supervivencia neurona!, 
nexina Proteína que une dobletes de microtúbuios entre si en el 
axonema. 

NF-xB Una familia de factores de transcripción que se activan en 
respuesta a una diversidad de estímulos, 
nicho M i croa mb lente que mantiene a las células madre en los te- 
jidos. 

nicotiuamida-adenina dínudeóddo {NAD f > Coenzima que ac- 
túa como transportador electrónico en reacciones de oxida- 
ción/ reducción, 
nidogén Véase entactina. 

N-miristoilacíón Adición de ácido miristico (un ácido graso de 
14 carbonos) al resto de glicina N -terminal de una cadena poli- 
peptídica. 

N-jwyc Protoon cogen que codifica un factor de transcripción y es 
activado con frecuencia por ia amplificación de neurobtes- 
tomas, 

nitros ilación La modificación proteica mediante la adición de 
grupos NO a las cadenas laterales de los residuos de cisterna, 
Notch Receptor transmembrana de una vía de señalización que 
regula el destino celular como consecu encía de interacciones 
intercelulares durante el desarrollo, 
núcleo Orgánulo más prominente de las células eucar iotas; con- 
tiene el material genético. 

nucléolo Sitio nuclear de transcripción y procesamiento del 
ARNr, y ensamblaje de los ribosomas. 
núcleos id o Base de purina o pirímídina unida a un azúcar (ribo- 
sa o desoxirribosa). 

micleosomí Unidad básica estructural decromatina que consiste 
en ADN enrollado alrededor de un núcleo de tristona, 
nucí volido Nud cosido fosfordado- 

oligo núcleo tul o Polímero corto de sólo unos pocos nucleótidos. 
oligosacárido Polímero corto de sólo unos pocos azúcares, 
o n cogen Gen capaz de inducir una o más características de las 
células cancerígenas. 

operador Secuencia reguladora de ADN que controla la trans- 
cripción de un operón. 

operen Grupo de genes adyacentes transcritos como un único 
ARNm. 

organizador celular activado por fluorescencia Instrumento que 

organiza las células individuales en base a su intensidad de 
fluorescencia, 

origen de replicad ón Secuencia específica de ADN que actúa 
como sitio de unión para las proteínas que inician la repli- 
cación, 

p53 Factor de transcripción (codificado por el gen supresor de re- 
mores p53) que detiene el ciclo celular en Gj en respuesta a un 
ADN dañado y que se requiere para la apoptosis inducida por 
diferentes estímulos, 

pal mitoil ación Adición de ácido paimítko (un ácido graso de 16 
carbonos) a restos de cisterna de una cadena polipeptídíca, 
papiloma virus Miembro de la familia de virus de ADN, algunos 
de los cuales causan cáncer cerv ical y otros cánceres anogeni ta- 
les en el hombre. 

paquiteno Estadio dé meiosis I durante el cual tiene lugar la re- 
combinación entre los cromosomas homólogos, 
pared celular Estructura rígida y porosa que forma una capa ex- 
terna y proporciona soporte estructural a bacterias, hongos y 
células vegetales. 

pared celular secundaria Pared celular gruesa que sé encuentra 
entre la membrana plasmática y la pared celular primaria de 
las células vegetales que han cesado su crecimiento, 
paredes celulares primarias Paredes de células vegetales en cre- 
cimiento. 

partícula de reconocimiento de la señal ÍSRH Partícula com- 
puesta de proteínas y dé ARN 7SL que se une a las secuencias 
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de señalización y dirige las caderas polipeptídicas al retículo 
endoplásmico. 

partículas de ribonucleoproteínas pequeñas nucleares (RNPsn) 

Complejo de ARNsn con proteínas, 
partículas del centro del nudeosoma Partículas que contienen 
146 pares de bases de ADN asociados en tomo a un núcleo de 
hístonas, 

peptidasa de señalización Enzima que retira la secuencia de se- 
ñalización de una cadena polipeptídíca por proteo lisis. 
peptidasa procesad ora de la matriz ÍMPP) Proteasa que escinde 
presecuencias de las proteínas internalizadas en la matriz mi- 
tncondrial 

peptidasa procesado™ cstromal (SPP) Proteasa que escinde a 
los péptídos de tránsito de las proteínas internalizadas en el es- 
trüma del cloropiasto. 

péptído de transición Secuencia N-termtnal que dirigen a las 
proteínas para su íntemalizadón en el cloropiasto. 
pectina Poli sacar! do forma dor de geles de las paredes celulares 
vegetales. 

peptidil prulil i s omeras a Enzima que facilita el pliegue de las 
proteínas mediante la catalizador! de la ísomerlzación cís-trans 
de los enlaces prolil peptídicos. 

peptidoglicano Componente principal de las paredes celulares 
bacterianas constituido por cadenas polisacáridas lineales en- 
trelazadas mediante péptidos cortos, 
peroxina L na proteina presente en los perúxisomas. 
peroxisoma Orgánulo citoplasma tico especializado en llevar a 
cabo reacciones oxida tlvas. 

pez cebra Especie de pez pequeño empleado para estudios gené- 
ticos del desarrollo de los vertebrados, 
pigmento fotosintético Molécula que capturan la energía de los 
rayos solares absorbiendo fotones, 
pinoc dosis Entrada de fluidos o moléculas al interior de una cé- 
lula mediante vesículas pequeñas, 
pi ri mí di na Uno de los tipos de bases presentes en los ácidos nu- 
cleicos. Las pirimidinas son citosína, timidina y urarilo, 
placa celular Estructura discoide rodeada por membrana que 
forma nuevas paredes celulares durante la citorinesis de las 
plantas superiores. 

plaquina Miembro de una familia de proteínas que asocia los fi- 
lamentos intermedios con otras estructuras celulares, 
pl asm alógenos Familia de tos folí pidos que tienen enlace éter y 
enlace áster. 

plásmido Molécula pequeña de ADN circular capaz de replicar- 
se de forma independíente en una célula hospeda dora, 
plásmidn TI Plásmido empleado para la transferencia génica en 
plantas, 

plasmodesmo Conexión cito plasmática entre células vegetales 
adyacentes que está formada por una región continua de 
membrana plasmática, 

plastas Miembro de una familia de orgánulos vegetales que in- 
cluye a los doroplastos, cromoplastos, leucoplastos, amiloplas- 
tosy elaioplastos, 

PMURARtu Oncogén formado por la translocación del receptor 
del ácido retino ico en la leucemia aguda promielotítica. 
poliadeniíación proceso de adición de una cola de poli-A a un 
pre-ARNm, 

polícistrónito ARN mensajero que codifica múltiples cadenas 
polipeptidkas. 

polinudeótido Polímero que contiene millones de nudeótidos, 
poli oma vi rus Virus de ADN tumorat ampliamente estudiado, 
polipéptido Polímero de aminoácidos. 

pólipo Tumor benigno que se extiende por una superficie epi- 
telial. 

polisaeárido Polímero que contiene cientos o miles de azúcares, 
poli soma Serie de ríbosomas que traducen un ARN mensajero, 
p o riña Miembro de una dase de proteínas que atraviesan las 
membranas como barriles-^ y forman canales en las membra- 
nas externas de algunas bacterias, mitocondrias y doroplastos. 


po teñe ¡ador {Referido a <enhancer», ^secuencia activadora 11 obse- 
cuencia intensificad ora-”.) Secuencia reguladora de la transcrip- 
ción que puede localizarse en un sitio distante del promotor, 
potencial de acción Impulsos nerviosos que viajan a lo largo de 
los axones. 

pre-ARNm Transcritos primarios que se procesan para formar 
ARN mensajeros en las células eu cari otas, 
p re- A RNr Transcritos primarios que se cortan para dar lugar a 
ARN ribosómkos individuales (los ARNr 285, 185 y 5,85 de las 
células eucariotas), 

pre-ARNt Transcritos primarios que se cortan para formar ARN 
de transferencia, 

premiación Adición de tipos específicos de lípidos (grupos pre- 
mio) a restos de cisterna C-terminales de una cadena polipepti- 
díca, 

presión de turgencia Presión interna hídrostática en el interior 
de las células vegetales, 

presecuencia Secuencia aminotermínal que dirige las proteínas 
hacía las mitocondrias. 

p cimasa ARN polimerasa usada para iniciar la síntesis de ADN 
procolágeno Precursor soluble de los colágenos forma dores de 
fibrillas, 

producto Compuesto formado como resultado de una reacción 
enzima tica, 

profase Fase inicial de la mitos is, mancada por la aparición de los 
cromosomas condensa dos y el desarrollo del huso mítótico. 
profilína Proteína de unión a la actina que estimula él ensambla- 
je de monómeros de actina en filamentos, 
progestero na Hormona esteroídea producida por los ovarios, 
progresión tu moral Acumulación de mutaciones en el interior 
de células de una población tumoral, resultando en un creci- 
miento acelerado y malignidad. 

promefafase Período de transición entre la profase y la metafasc 
durante la cual los mícrotúbulos del huso mitótico se unen a 
los cinetocoros y los cromosomas se mueven de un lado a otro 
hasta que son alineados en el centro de la célula, 
promotor Secuencia de ADN donde se une la ARN polímera sa 
para iniciar la transcripción. 

promotor tumoral Compuesto que conduce al desarrollo tumo- 
ral mediante la estimulación de la proliferación celular, 
promicleo Uno de los dos núcleos haploídes de un ovocito reden 
fecundado, 

proplástido Orgánulo no diferenciado de pequeño tamaño que 
puede transformarse en distintos tipos de plástidus maduros 
prostsciclina Eicosanoide formado a partir de la prostaglandir-a 

H* 

prostaglandina Familia de lípídos eicosartoides implicados en o 
señalización de la inflamación. 

proteína Polipéptido con una secuencia aminoaddica excluso 
proteina activadora de la GTPasa Proteína que estimula la h - 
d rólisis de GTP por parte de las proteínas de bajo peso molecu- 
lar de unión a GTP. 

proteína asociadas a los microtú bulos (MAP) Proteína que se 
une a los mícrotúbulos y modifica su estabilidad, 
proteína de fijación a TATA 1TBP) Factor de transcripción ha- i 
que se une de forma directa a la caja TATA, 
proteina de fluorescencia verde (GFP) Proteina de medusa qué 
se emplea comúnmente como marcador en la microscopía de 
fluorescencia. 

proteina de transferencia de fosfolipidos Proteina que transpor- 
ta moléculas fosfolipídicas entre membranas celulares, 
proteina de unión a la actina Proteína que se entrecruza a la acu- 
na y regula el ensamblaje, desensambla ] e y organización de fi- 
lamentos de actina. 

proteína de unión al ADN de hebra sencilla Proteína que es: - 
biliza el ADN desenrollado uniéndose a las regiones de hebra 
sencilla, 

proteína di sulfuro i sume rasa Enzima que cataliza la forma,. ¡ 
y rotura de los puentes disulfuro (S-S). 
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proteina fosfataba Enzima que revierte la acción de las proteínas 
quinasas mediante la retirada de los grupos fosfatos desde res- 
tos de aminoácidos iosf orilados. 

proteína-G Familia de proteínas de señalización celular regula- 
das por la unión del nudeótido guanina, 
pro teína G heterotrímérica Pro teína de unión a núcleo tidos de 
guanina que consiste en tres subunidades, 
pro teína HMG Miembro de una familia de proteínas crom osó- 
micas no his tónicas que influye en la arquitectura de la croma- 
tina. 

proteína integral de membrana Pro teína embebida en e! interior 
de Ja bicapa lipídica de las membranas celulares, 
proteina periféricas de membrana Proteína indirectamente aso- 
ciadas con las membranas celulares mediante interacciones 
proteína - proteina, 

proteína quinasa Enzima que fosforila proteínas medíante ¡a 
transferencia Je un grupo fosfato desde el ATE 
proteína quinasa A Proteína quinasa regulada por el AMP cí- 
clico. 

proteina quinasa AMEc-dependiente Véase proteína quinasa A. 
proteína quinasa C miembro de una familia de proteína-seri- 
na/treonína quinasas que se activan con diadlglkerol y Ca : ' y 
actúan en la transd noción intrace hilar de señales, 
proteina scaffold Proteina que se unen a componentes de las vías 
de señalización, dando lugar a su organización en complejos 
señalizadores específicos, 

proteína-serina/lreoiúna quinasa Proteina quinasa que fosforila 
restos de serina y treonina. 

proteina SEAT Miembro de una familia de factores de transcrip- 
ción que tienen un dominio SH2 y que son activadas por la fos- 
forilación de la tirosina, que promueve su translocad ón desde 
el citoplasma al núcleo, 

proleínaTirosína fosfatase Enzima que retira los grupos fosfato 
desde restos de fosf otirosina. 

pro teína-d rosína quinasa Proteina quinasa que fosforila restos 
de tirosina. 

p rote í na- tirosina quinasa no receptora Proteína tirosina quinasa 
in traed ular. 

Proteína tirosina quinasa transmembrana Proteina-tirosina qui- 
nasa asociada a la membrana que es receptora de ligandos ex- 
traeeluíares- 

proteína transmembrana Proteina integrales de membrana que 
se extienden por ía bicapa lipídica y que presentan porciones 
expuestas a ambos lados de la membrana, 
proteína transportadora Proteína que se une selectivamente fi- 
jan y transportan pequeñas moléculas a través de una mem- 
brana. 

proteínas de bajo peso molecular de unión a GTP Gran familia 
de proteínas monomé ricas de unión a GTE incluyendo las pro- 
teínas Ras, Rab, Rho y Ran. 

proteínas de canal Proteína que forman poros a través de una 
membrana. 

proteínas de choque térmico Miembro altamente Conservado de 
proteínas cha pero na que se expresan en células expuestas a 
elevadas temperaturas o a otras formas de estrés medioam- 
biental. 

proteínas del neurofilamento ÍNF} Miembro de una familia de 
proteínas de los filamentos intermedios de diversos tipos de 
células nerviosas maduras, 

proteínas FRM Familia de proteínas que asocian los filamentos 
de actina a la membrana plasmática de diversos tipos de cé- 
lulas. 

proteínas HMGN Proteínas no hístónicas cromosómicas asocia- 
das con la cromatina descondensad a, transcrípcionalmente ac- 
tiva. 

proteoglkano Proteína que se une a los glicosamínoglicanos. 
proteoma Todas las proteínas expresadas en una célula determi- 
nada. 

proteo mica Análisis a gran escala de las proteínas celulares. 


proteo s urna Gran complejo constituido por proíeasas que degra- 
da las proteínas marcadas por la ubiquitina. 
p roto- encogen Gen celular normal que puede convertirse en un 
oncogén. 

prueba de asociación de todo el genoma Método de análisis ge- 
nómico a gran escala empleado para identificar genes respon- 
sables de trastornos hereditarios, 
pseudogén Copia no funcional de un gen. 
pseudogén procesado Pseudogén que surge de la transcripción 
inversa de ARMm. 

pseudopodio Extensión de la membrana plasmática, constituida 
por actina r responsable de la fagocitosis y del movimiento 
ameboide. 

PTEN Fosf a tasa lipídica que defosforila PUL, y actúa como sup re- 
sor de tumores, 

de ensamblaje del huso Un del ciclo celular que monitor iza el 
alineamiento de los cromosomas sobre el huso meta fásico, 
punto de restricción Punto de regulación en ciclo de las células 
animales que sucede tardíamente en G,. Después de este pun- 
to, la célula está destinada a entrar en S y a sufrir un ciclo de 
división celular. 

Punto de control de daños al ADN Punto de control del ciclo ce- 
lular que garantiza que el ADN dañado no se replicará ni se 
transmitirá a las células hijas. 

puntos de control del ciclo celular Punto regulador que impiden 
la entrada en la siguiente fase del ciclo celular hasta que los 
eventos de Ja fase precedente se hayan completado, 
purina Uno de ios tipos de bases presentes en los ácidos nuclei- 
cos. Las p urinas son a denina y guanina. 

queratina Proteina de los filamentos intermedios de las células 
epiteliales. 

queratina blanda Quera fina encontradas en el citoplasma de las 
células epiteliales 

quera ti na dura Queratina empleada para la producción de es- 
tructuras como el pelo, uñas y cuernos, 
quiasma Lugares de recombinación por los que se unen los cro- 
mosomas homólogos durante 3a meíosís 
quinasa de la cadena ligera de miosina Proteina quinasa que ac- 
tiva a la miosina II fosforilando su cadena ligera reguladora, 
quinasa de (CHKl y CHK2) Una proteína quinasa que orquesta 
la detención del ciclo celular en respuesta al ADN lesionado. 
CHKl y CHK12 son activadas medíante las proteínas quinasas 
ATM y ATR, 

quinasa Ja mis Familia de proteina- tiros i na quinasas no recepto- 
ras asociadas a ios receptores de citoquínas. 
quinasa semejante a Polo Una proteína quinasa implicada en la 
formación del huso mitótico, la función cinetocórica y la citod- 
nesis. 

quinesina Proteína motora que migra a lo largo de los microtú- 
bulos hacia el extremo positivo. 

quitina Polímero de restos de N-acetiiglucosamina que es el 
principal componente de las paredes celulares fiíngicas, 

Rab Familia de proteínas de bajo peso molecular de unión a GTE 
que juegan papeles clave en el transporte vesicular. 

Rae Proteína de bajo peso molecular de unión a GTP implicada 
en la regulación del citoesqueleto de actina, 

Rad51 Una proteina eucariótica que funciona de forma similar a 
KecAen la recombinación homologa, 
raf Gen que codifica las proteínas Raf. 

Ran Pequeña proteína de unión a GTE implicada en Ja importa- 
ción y exportación nuclear, 
ras. Gen que codifica las proteínas Ras. 

ratón transgen ico Ratón que porta genes no propios incorpora- 
dos a su línea germinal. 

Kb Proteína reguladora de la transcripción codificada por un gen 
supresor de tumores que fue identificada a través del análisis 
genético de un retinoblastoma. 
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RE de transición Región del RE del que salen las proteínas hada 
el aparato de Golgi. 

reacción en cadena de la polimerasa (PCRJ Método para la am- 
plificación de una región de ADN mediante repetidos ciclos de 
síntesis de ADN in ultra. 

reacciones lumínicas Reacciones de la fotosíntesis en las que la 
energía solar dirige la síntesis de ATI 3 y NADPH 
reacciones oscuras Serie de reacciones que convierte el dióxido 
de carbono y el agua en hidratos de carbono durante la foto- 
síntesis. Véase ciclo de Calvin. 

RecA Proteína que estimula et intercambio de hebras entre molé- 
culas homologas de ADN durante la recombinación, 
receptor acoplado a proteína-G Receptor caracterizado por 
siete adié l ices acopladas a la membrana. La unión del ligando 
provoca un cambio conformacional que activa una proteina- 
G, 

receptor de célula T Proteína de superficie de un linfodto T que 
reconoce antígenos expresados en la superficie de otras cé- 
lulas, 

receptor de hormonas esteroideas Factor de transcripción que 
regula la expresión génica en respuesta a las hormonas es tero i - 
deas. 

receptor de transporte nuclear Una proteína que reconoce las se- 
ñales de localización nuclear y media el transporte a través de 
la envuelta nuclear, 

receptor SRP Proteína de la membrana del retículo endoplAsmi- 
co que une la partícula de reconocimiento de la seña] (SRP), 
Receptor tipo toll Miembro de una familia de receptores que re- 
conoce diversas moléculas asociadas a bacterias y virus pató- 
genos. 

receptor de rían odi ti a Tipo de canal de caldo en el músculo y cé- 
lulas nerviosas que se abren en respuesta a cambios en el po- 
tencial de membrana. 

recesivo Alelo enmascarado por un alelo dominante, 
recombinación Intercambio de material genético, 
recomb i nación de cambio de clase Un tipo de recombinación es- 
pecífica de región responsable de la asociación de regiones de 
inmunoglobulína V(D)j reordenadas con diferentes regiones 
pesadas constantes. 

recombinación específica de sitio Recombinación mediada por 
proteínas que reconocen secuencias específicas de ADN. 
recombinación homologa Re combinación entre segmentos de 
ADN con secuencias núcleo tídicas homologas, 
recuperación de Ja fluorescencia después del fotoblanqueado 
(FRAFÍ Un método empleado para estudiar el movimiento de 
proteínas en el interior de células vivas, 
red de actina Filamentos de actina que se entrecruzan en redes 
tridimensionales no densas. 

red de señalización La red intereoneefada formada mediante 
interacciones de múltiples vías de señalización en ei interior de 
una célula. 

red deí cis Golgi Región del aparato de Golgí en el que las prote- 
ínas entran desde el retículo endoplástiuco, 
red deí trflus Golgí Compartimento del Golgi en el que se orga- 
nizan las proteínas y se empaquetan para salir del aparato de 
Golgi. 

región no traducida 3 H Región no codificante en e! extremo 3' del 
ARNm, 

región no traducida 5' Región no codificante en el extremo 5' del 
ARNm. 

regulación al os tenca Regulación de enzimas mediante molécu- 
las pequeñas que se fijan a sitios diferentes del centro activo, 
cambiando la conformación y la actividad catalítica de la en- 
zima. 

regulación por disminución de receptores Pérdida de recepto- 
res de la superficie celular como resultado de su interna! iza- 
ción por endocitosís después de la unión del ligando, 
relaciones cruzadas Un mecanismo regulador en el que una vía 
de señalización controla la actividad de otra. 


reparación acoplada a la transcripción Reparación preferente de 
daño en las hebras transcritas de ADN. 
reparación de bases mal apareadas Sistema de reparación que 
retira las bases mal emparejadas de las nuevas hebras de ADN 
sintetizado. 

reparación por escisión de base Mecanismo de reparación del 
ADN en el que una única base dañada es retirada de la molé- 
cula de ADN, 

reparación por escisión de núcleo ti do Mecanismo de reparación 
del ADN donde los oligonucleótidos que contienen bases da- 
ñadas se retiran de la molécula del ADN, 
reparación propensa al error Forma de reparación en la que las 
ADN poli morosas especializadas replican a través de un sitio 
de ADN dañado. 

reparación recombi naturia Reparación del ADN dañado me- 
diante la recombinación con una molécula homologa de ADN 
intacta. 

repetición terminal larga ÍLTRJ Secuencias de ADN encontradas 
en los extremos del ADN retroviral v de re tro transposones que 
son repeticiones directas de varios cientos de nucleótidos y &e 
deben a la actividad de la transcriptas inversa, 
repeticiones de secuencia sencilla Miembro de una dase de se- 
cuencias repetidas de ADN que consisten en organizaciones en 
tándem de miles de copias de secuencias cortas, 
re pl ¡catión sem ¡conservativa Proceso de rep litación del ADN 
en el que dos hebras paténtales se separan y sirven como mol- 
des para la síntesis de nuevas hebras progenie- 
represor Molécula reguladora que bloquea la transcripción, 
resolución Capacidad de un microscopio de distinguir objetos 
separados por pequeñas distancias, 
respuesta a proteínas no plegadas Una respuesta de estrés celu- 
lar en el que un exceso de proteínas no plegadas en el retículo 
endopbismteo desencadena la inhibición general de la síntesis 
proteica, la expresión incrementada de chaperonas, y un incre- 
mento de la actividad del proteasoma, 
retículo endoplasmá tico (ER) Red extensa de lóbulos y sacos ro- 
deados de membrana, implicados en la clasificación y en el 
procesamiento de las proteínas así como en la síntesis lipídíca 
retículo en doplasm ático liso Sitio principal de síntesis lipidie 
en las células eucariotas. 

retículo endoplasmátko rugoso Región del retículo en d oplas- 
mático cubierta de ribosomas e implicada en el metabolismo 
proteico. 

retículo sarcoplásmico Red especializada de membranas de - 
células musculares que almacena una alta concentración de 
Ca 2+ . 

retino! de Molécula relacionada con el ácido retinoico. 
retroposón Elemento transponible que se desplaza mediante 
transcripción inversa de un intermediario de ÁEN , 
retro vi rus Virus que se replica haciendo una copia de ADN de 
genoma de ARN mediante transcripción inversa. 

Rho Familia de proteínas de bajo peso molecular de unión a G TP 
implicadas en la regulación dd citoesqueleto. 
ribosa Azúcar de cinco átomos de carbono presente en e! ARN 
ribosoma Partícula que se compone por ARN y proteínas v que 
son los sitios de síntesis proteica, 
rib ozima E nzim a ARN. 

RNasa H Enzima que degrada la hebra de ARN de las moltvu as 
híbridas ARN-ADN. 

RNasa P Ribozima que corta el extremo 5' de un pre-ARNt. 
rodopsina Fotorneceptor acoplado a proteína G en los bastones 
de la retina que activa la transducína en respuesta a la absor- 
ción lumínica. 

rotura de doble hebra Daño que produce roturas en ambas he- 
bras complementarias del ADN, 

iaccharoníifces cerevi&iae Levadura que se reproduce por gema- 
ción frecuentemente estudiada, 
sarcoma Cáncer de células de tejido conectivo. 
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sarcómero Unidad contráctil de las células musculares constitui- 
do por filamentos de actina y míosina que interacdonan entre 
sí- 

secuencia de señalización Secuencia hidrafóbica en el extremo 
amino de una cadena polípeptídica que la marca en las bacte- 
rias para ser secretada o, en las células euca notas, para que se 
incorpore al retículo en dopl asma tico, 
secuencia espadadora Secuencia de ADN presentes entre los ge- 
nes. 

secuencia replicante de turma autónoma i ARS) Origen de re- 
pleción de ADN en levaduras* 

secuencia Sbíne-Dalgarno Secuencia anterior al sitio de inicia- 
ción que alinea tos ARN bacterianos de forma correcta en los 
ribusomas, 

segundo mensajero Compuesto cuyo metabolismo se ve modifi- 
cado como resultado de una interacción lígandc^neceptor; ac- 
túa como un transductor de serial regulando otros procesos in- 
tracelulares, 

sel cetinas Tipo de células de adhesión celular que reconocen oli- 
go&acáridos expuestos en la superficie de la célula, 
señal de exportación nuclear Secuencia aminoaddica que marca 
las proteínas para transportarlas desde el núcleo al dtosol. 
señal de localización midear Secuencia aminoaddka que mar- 
ca las proteínas para transportarlas desde el citoplasma aí 
núcleo, 

señalización aut ocrina Tipo de señalización celular en la que 
una célula produce un factor de crecimiento al cual también 
eUa responde. 

señal i zación endocrina Tipo de señalización célula-célula donde 
células endocrinas segregan hormonas que son llevadas por la 
circulación a células diana lejanas, 
señalización paracrina Señalización célula-célula local donde 
una molécula liberada por una célula actúa sobre la célula dia- 
na vecina* 

simparte Transporte de dos moléculas en la misma dirección a 
través de una membrana. 

sínapsis Unión entre una neurona y otra célula, a través de la 
cual se transmite la información mediante neuro transmisores, 
sinapsis Asociación de cromosomas homólogos durante la meio- 
sis, 

sinapsis eléctrica Ensamblaje especializado de uniones de tipo 
gap que permiten el paso rápido de iones entre células ner- 
viosas* 

SINE ($hort inter&persed elemetits) Miembro de una familia de 
retrotransposones altamente repetidos en los germinas de los 
mamíferos, 

síntesis de ADN trans lesión Una forma de reparación en los que 
ADN polímerasas especializadas replican a través de un sitio 
lesionado del ADN, 

Smad Una familia de factores de transcripción activada median- 
te receptores de TGF-fi. 

SN A RE Proteína transmembrana que interviene en la fusión de 
vesículas con las membranas diana, 
sombreado metálico Técnica de microscopía electrónica en la 
que la superficie de una muestra se cubre con una fina capa de 
metal evaporado. 

sp ti ring alternativo Generación de diferentes ARNm medíante 
variación del modelo de splteing del pre-ARNm. 
spiieing de ARN Unión de exones en una molécula precursora 
de ARN, 

src Gen que codifica Ja proteína Src, 

Src Proteína- tirosin a quinase no receptora codificada por el en- 
cogen (s?r) del virus del sarcoma de Rous. 

START Punto regulador en el ciclo celular de levaduras que su- 
cede ai final de G v Después de este punto, la célula está deter- 
minada a entrar en S V sufrir un ciclo de división celular, 
Miperfamilia de las inmunoglobulinas (Ig) Familia de molécu- 
las de adhesión celular que contiene dominios estructurales si- 
milares a tas inmunoglobulinas. 


superf amiba de los receptores de ci toqui ñas Familia de recepto- 
res de la superficie celular que actúan estimulando la actividad 
de proteína qu ¡nasas intracelulares, 
superfamilia de los receptores nucleares Familia de {actores de 
transcripción que incluye a los receptores de hormonas estero- 
ídicas, la hormona tiroidea, el ácido retinoico y la vitamina D., 
sustrato Molécula sobre la que actúa una enzima. 

talina Proteína que medía la asociación de filamentos de actina 
con Entegrtnas en las adhesiones focales, 
taxol Fármaco que se une a los microtúbulos y los estabiliza, 
técnica ptitch clamp Método empleado para aislar y estudiar la 
actividad de canales iónicos aislados, 
tel díase Fase final de la mítosis, en la que se vuelve a formar el 
núcleo y se descondensan los cromosomas, 
teloroerasa Transcriptas^ inversa que sintetiza secuencias repetí 
das teloméricas en los extremos de los cromosomas a partir de 
su propio molde de ARN, 

te 1 omero Repetición de secuencias sencillas de ADN que mantie- 
nen los extremos de los cromosomas lineales, 
tes tos te ron a Hormona este roi dea producida por los testículos, 
timina Pírimidina que se encuentra en el ADN emparejada con 
adenina. 

ti tina Proteína grande que actúa como resorte para mantener a 
los filamentos dé mi usina centrados en el sarcómero mus- 
cular. 

tomografia electrónica Un método empleado para generar imá- 
genes tridimensionales medíante el análisis informático de 
múltiples imágenes bi dimensionales obtenidas por microsco- 
pía electrónica, 

topoisomerasa Enzima que cataliza la rotura reversible y reunifi- 
cación de las hebras de ADN , 

totiputencia Capacidad de dar lugar a cualquiera de los tres ti- 
pos de células de los tejidos y órganos adultos, 
traducción Síntesis de una cadena polípeptídica a partir de un 
molde de ARNm. 

traducción i*i vi tro Síntesis proteica en un extracto libre de cé- 
lulas. 

transcitosis Clasificación y transporte de proteínas a diferentes 
dominios de la membrana plasmática después de una endoci- 
tosís. 

transcripción Síntesis de una molécula de ARN a partir de un 
molde de ADN. 

transcripción inversa ADN polimerasa que usa un molde de 
ARN. 

transducción intraceluiar de señales Cadena de reacciones que 
transmiten señales químicas desde la superficie celular a sus 
objetivos intracelulares. 

transid Lid na Pro teína G que estimula la GMPc fosforidesterasa. 
al ser activada por rodopsina. 

transfección Introducción de un gen extraño en células euca- 
riotas. 

transferencia de energía de resonancia de fluorescencia (FRET) 

Un método empleado para estudiar interacciones proteicas en 
el interior de células vivas. 

transferencia ge nica Introducción de un ADN extraño en el inte- 
rior de una célula* 

transferencia Northern Método en el que los ARNm son separa- 
dos mediante una electroforesís en gel y detectados por hibri- 
dación con sondas específicas. 

transferencia nuclear de células somáticas El procedimiento bá- 
sico de clonación animal en el que el núcleo de una célula so- 
mática adulta es transferido a un óvulo enucleado. 
transferencia Southern Método en el que se emplean sondas ra- 
dioactivas para detectar fragmentos específicos de ADN que 
han sido separados por electroforesís en gel. 
transferencia Western Ver Inmunotinrión. 
transformación Transferencia de ADN entre bacterias genética- 
mente distintas. Véase también transformación celular. 
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transformación celular Conversión de células normales en célu- 
las inmorales en cultivo. 

translocón Canal de membrana a través del cual se transportan 
cadenas de polipéptidos al interior del retículo end oplásmico, 
transportad! ores ABC Un miembro de la gran familia de proteí- 
nas de transporte de membrana caracterizadas por presentar 
un dominio de unión de ATP altamente conservado, 
transporte activo Transporte de moléculas en una dirección ener- 
géticamente desfavorable, a través de la membrana, acoplado 
a la hidrólisis de ATP o a otra fuente de energía, 
transporte pasivo Transporte de moléculas a través de la mem- 
brana en una dirección energéticamente favorable, 
transposición Movimiento de las secuencias de ADN por todo el 
genoma, 

transposón Secuencia de ADN que puede migrar a diferentes 
posiciones dentro del genoma. 

transposón de ADN Elemento transponibíe que se mueven me- 
díante intermediarios de ADN. 

Tras plante d c c é ! u I a s m a d re h em a to poyé ti cas Proced i m i en to 

clínico en el que se utiliza el trasplante de células madre hema- 
topoyéticas como tratamiento del cáncer y enfermedades del 
s btema he ma to poyético. 

trasplante de médula ósea Un procedimiento clínico en el que el 
trasplante de células madre de la médula ósea se emplea en e! 
tratamiento de cáncer y otras patologías del sistema hemato 
poyético, 

triad Igl i ce rol Tres ácidos grasos unidos a una molécula de gli- 
cerol, 

tromboxano Eícosanoide que participa en la coagulación san- 
guínea. 

trnpomiosina Proteína fibrosa que se une a ios filamentos de ac- 
tina y que regula la contracción medíante el bloqueo de la 
interacción entre actina y miosína, 
troponina Complejo de proteínas que se une a los filamentos de 
actina y regula la contracción del músculo esquelético, 
tu bu lina Proteína citoesqueiétíca que polimeriza para formar 
microtúbulos. 

tumor Cualquier proliferación anormal de las células, 
tumor benigno Tumor que permanece confinado en su sitio de 
origen. 

tumor maligno Tumor que invade un tejido normal y se extiende 
por todo el cuerpo. 

twin fitina Una proteína de unión a la actina que estimula el en- 
samblaje de monómeros de actina en filamentos. 

ubiquinona Véase coenzima Q. 

ubi quitina Proteína altamente conservada que actúa como mar- 
cador para conducir a otras proteínas celulares a una rápida 
degradación. 

ultracentrífuga Centrífuga que rota las muestras a altas veloci- 
dades. 

unión adhetente Región de adhesión célula-célula mediante la 
cual el citoesqueleto de actina se ancla a la membrana plasma- 
tica, 

unión de tipo gap Carta! de membrana plasmática que forma 
una conexión dtoplasmática directa entre células adyacentes, 
unión estrecha Red continua de hebras proteicas alrededor del 
perímetro de las células epiteliales, sellando el espacio entre 
las células y formando una barrera entre los dominios apical y 
basolateral. 

unión Holliday intermediario central en la recombí nación, cons- 
tituido por una estructura de hebras cruzadas formada por 
emparejamiento de bases homólogas entre las hebras de dos 
moléculas de ADN, 

u ní porte Transporte de una única molécula a través de una 
membrana. 


u radio Pirirnidina que se encuentra en el ARN y que se empare- 
ja con a denina. 

vacuola Gran saco rodeado por una membrana en el citoplasma 
de las células eucariotas. En las células vegetales, la función de 
las vacuolas es almacenar nutrientes y productos de desecho, 
degradar macromoléculas y mantener la presión de turgencia, 
vector Molécula de ADN empleada para dirigir la replicacíón de 
un fragmento de ADN clonado en el interior de una célula hos- 
pedadora- 

vector de expresión Vector empleado para dirigir la expresión de 
un fragmento de ADN clonado en una célula hospedad ora. 
vesícula del Golgi Compartimentos del aparato de Gotgi en el 
que tienen lugar la mayoría de las actividades meta bélicas, 
vesícula revestida de clatrína Vesícula de transporte tapizada 
con da trina. 

vesícula revestida de COP Vesícula de transporte revestida de 
proteínas distintas de la da trina (COP indica coat proteiti }, 
vesícula secretora Saco rodeado por una membrana que trans- 
portan proteínas desde el aparato de Golgi a la superficie ce- 
lular, 

vesícula sinóptica Vesícula secretora que libera neurotransm i so- 
res a una sinapsis. 

vía JAK/STAT Vía de señalización en la que los factores de trans- 
cripción STAT son activados como resultado de la fosforilación 
por miembros de la familia JAK, de proteína quinasas. 
vía secretora Movimiento de proteínas secretadas desde el retí- 
culo enduplásmico al aparato de Golgi, después, en el interior 
de vesículas secretoras, a la superficie celular, 
vi 11 i na Principa] proteína formad ora de haces de actina en las 
micro vellosidades intestinales , 

vimblastina Fármaco que inhibe la polimerización de Los micro- 
tú bu los. 

vi mentí na Proteína de los filamentos intermedios encontrada en 
una diversidad de tipos celulares, 
vincristina Fármaco que inhibe la polimerización de los microtú- 
bulos. 

vincultna Proteína que media la asociación de filamentos de arti- 
na con integrinas en las adhesiones focales, 
virus de Epstein-Barr Herpes virus humano que causa los linfo- 
mas de células B, 

virus de la hepatitis B Miembro de una familia de virus de ADN 
que infectan a las células del hígado y pueden desencadenar el 
desarrollo de cáncer hepático, 

virus de la hepatitis C Miembro de una familia de virus de ARN 
que infectan células hepáticas y pueden desencadenar el des- 
arrollo de cáncer hepático, 

virus de los simios 40 ÍSV40) Virus tumoral de ADN amplia- 
mente estudiado. 

virus del sarcoma de Rmis (RSV) Retrovi rus altamente transfor- 
mante, donde se identificó el primer oncogén. 
virus tumoral Virus capaz de causar un cáncer en animales o hu- 
manos. 

Wnt Molécula secretada de señalización que estimula una vía 
que regula el destino celular durante el desarrollo embrio- 
nario. 

Xenopus laevis Rana africana empleada como sistema modelo 
en biología experimental, 

zigotenü Estadio de meiosis I donde los cromosomas homólogo- 
llegan a estar íntimamente asociados, 
z i goto Óvulo fecundado. 

zona señalizadora Determinante de reconocimiento formado por 
el plegamiento tridimensional de una cadena polipeptídica. 
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Plásmido Ti, 139-140, 141 
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Plectina, 501, 586, 590 
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plega miento, 54 -55 
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Potenciales de acción, 544-548 
Poxvirus, 39 
Pre-ARNm 
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Prut tasa de procesamiento de tilacoides 
ÍTPP), 457 

Proteasa del VIH, 334 
Proteasas 
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Pro teína SecA, 457 

Prote&ia-serina/ treonina fosfatase, 342 
Frotdna-serina/treonlna quinasas, 341, 342, 
621 

Froteina SR, 300 
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fosforilación, 50-81, 341-343, 623-624 
funciones, 52 


índice 


814 


glucosilarión en aparato de Golgi, 410-411 
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522 

Véase también Díneínas; Kinesinas; Moto- 
res moleculares 


Proteínas, oncogenes, 747-752 
Proteínas pequeñas de unión al GTP, 634, 635 
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Protrusiones de superficie celular 
migración celular y, 494-496 
perspectiva general, 485-187 
Pro virus, 242 

Pro virus de ADN, 115, 116-117 
Frozac, 546 
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PUMA, 702,758 

Punto de control del ensamblaje del huso, 
658-659, 678-680 
Punto de restricción, 656, 657 
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Quinónos, 460, 461 
Quitina, 572, 574, 576 

Rab 27a, 421 
Rabie, Cari, 370 
Rae, 364, 642, 643 
Rad5l, 231, 233 
Radiación 
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Receptores tipo Toll, 638 
R(’L-/¿™worí(j$ americana, 436 
Recombinacíñn de cambio de dase, 238-239, 
240 

Recombinación especifica de tugan 234-240 
Recombinad ón homologa 
definiddn, 228 

enzimas que participan en, 229-232, 233 
importancia, 227-228 
modelos, 2214229, 230, 237 
transferencia de genes clonados v, 141-143 
Recomb marión V(D)J, 237 , 238 
Recombinadón 
específica de lugar, 234-240 
importancia, 227-228 
Véase también Recombinación homologa 
Recuperación de fluorescencia después del 
desvanecimiento (FRAP), 25-26 
Red eis del aparato de Golgi, 408 
Red terminal, 458 
Red toms del Golgi, 409, 

Redes de actrna, 479, 480, 481 
Redes de señalización, 644, 646 
Redes reguladoras de genes, 646 
Reductasa de HMG-CoA, 56U, 561 
Reese, Thomas 5., 5 1 2-513 
Región heteroduplex, 228 
Regiones 3' no traducidas, 317, 325 


Regiones 5' no traducidas, 317 
Regiones de organización núcleo! ar, 376 
Regulación alostérica, 79-80, 340 
Regulación de transcripción (eucariotasj 
estructura de croma tina y, 278, 280-284 
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